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RESUMO
ESTUDO DA COMPOSICAO QUIMICA DE OLEOS
ESSENCIAIS DE PLANTAS AROMATICAS DA
AMAZONIA

O presente trabalho envolveu o estudo da composicao quimica dos
0leos essenciais de cinco plantas aromaticas Aeollanthus suaveolens, Aniba
canelilla, Aniba rosaeodora, Lippia alba e Ocimum basilicum por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM).
Amostras destas plantas - 60leo essencial, planta fresca, seca e residuo da
extracdo do Oleo essencial - foram extraidas por Microextracdo em Fase
Solida em Espaco confinado (HS-SPME) e analisadas por CG-EM. Os 6leos
foram extraidos por arraste a vapor. Os 6leos essenciais ricos em linalol de
A. rosaeodora (madeira e folhas), L. alba e O. basilicum foram avaliados
por CG-EM com coluna HP-5 ¢ a composi¢do dos enantiomeros de linalol
determinada usando coluna quiral. Com o resultado dessa comparagao, foi
avaliada a substituicdo do 6leo essencial da madeira de 4. rosaeodora pelos
6leos essenciais estudados. Um estudo sazonal de L. alba para definir as
concentragdes e quiralidade do linalol encontrado foi feito com seis coletas.
As principais moléculas dos oleos essenciais e/ou extratos de 4. canelilla (1-
nitro-2-feniletano e metileugenol) e A. suaveolens (massoia lactona) foram
isoladas utilizando técnicas de fracionamento como: destilagao,
hidrodestilacdo, extracdo acido-base, cromatografia em coluna e
cromatografia em camada delgada preparativa, e identificadas por RMN de
'H e PC. A semi-sintese da massoia lactona foi feita a partir de uma
molécula comercial (8-decalactona). Ensaios bioldgicos - antiflingico e anti
bacteriano — foram realizados pela técnica de difusdo com discos com

amostras de 4. canelilla e A. suaveolens.

xi



ABSTRACT
CHEMICAL COMPOSITION OF THE ESSENTIAL
OILS FROM AMAZONIAN AROMATIC PLANTS

This work involved the chemical composition study of the following
five aromatics plants Aeollanthus suaveolens, Aniba canelilla, Aniba
rosaeodora, Lippia alba and Ocimum basilicum using Gas Chromatography
/ Mass Spectrometry (GC-MS). Samples of these plants — essential oils,
fresh and dried plants as well as extraction residues — were extracted using
Headspace Solid Phase Microextraction (HS-SPME) and analyzed with GC-
MS. The oils were extracted by steam distillation. The essential oils of A.
rosaeodora (wood and leaves), L. alba and O. basilicum rich in linalool
were evaluated by GC-MS using HP-5 column, while the linalool
enantiomer composition using a chiral column. From the results of this
comparison the replacement of 4. rosaeodora essential oil from its wood by
the plants listed above was evaluated. A seasonal study of L. alba to define
linalool concentrations and chirality was made using six different samples.
The main molecules of the essential oils and/or extracts of 4. canelilla (1-
nitro-2-phenyethane and methyl eugenol) and A. suaveolens (massoia
lactone) were isolated using separation techniques as distillation, hydro-
distillation, acid-base extraction, column chromatography and preparative
thin layer chromatography, and identified by NMR 'H and "°C. The semi-
synthesis of the massoia lactone was obtained from a commercial molecule
(0-decalactone). Biological assays — anti-fungal and antibacterial — with
samples of A. canelilla and A. suaveolens were conducted using the

diffusion technique in discs.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

Estima-se que o Brasil possua 50.000 espécies de plantas superiores,
produtoras de madeiras, celulose, fibras, alimentos, 0leos vegetais e dleos
essenciais entre outros produtos naturais. A floresta Amazonica com 4
milhdes km?, teria 30.000 espécies de plantas, cerca de um ter¢o medicinais
e/ou aromaticas e talvez 70 % destas usadas como medicamentos pela
populacao local, além de outros usos. Porém, acredita-se que apenas 8 %
das espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas em busca de
compostos bioativos e apenas 1.100 espécies vegetais da flora brasileira
foram avaliadas em suas propriedades medicinais.'

Plantas tém sido tradicionalmente usadas por populagdes de todos os
continentes no controle de diversas doencas e pragas, além de representar
uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos, muitos
dos quais se constituem modelos para sintese de um grande nimero de
farmacos. O fato que gera interesse nos produtos encontrados na natureza ¢
que esses apresentam enorme diversidade em termos de estrutura e de
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. A diversidade molecular dos
produtos naturais ¢ muito superior aquela derivada dos processos de sintese,
que, apesar dos avancgos consideraveis, ainda ¢ limitada. Além disso, como
produtos de organismos que possuem muitas similaridades com o
metabolismo dos mamiferos, os produtos naturais muitas vezes exibem
propriedades adicionais as antimicrobianas a eles associados.’

Estudos apontam que a maior parte da populagdo nacional usa a
medicina alternativa como fonte de recursos terapéuticos.

Com o aumento da demanda pela utilizagdo de plantas medicinais na

cura ou prevencao de doengas, o cultivo e/ou o extrativismo dessas plantas
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torna-se uma alternativa cada vez mais importante na agricultura nacional.
No entanto, o intenso extrativismo coloca em risco de extingdo inimeras
espécies nativas, causando distarbios ecologicos. Considerando-se o valor
das plantas medicinais ndo apenas como recurso terapéutico, mas também
como fonte de recurso econdmico, torna-se importante estabelecer linhas de
acdo voltadas para o desenvolvimento de técnicas de manejo ou cultivo,
tendo em vista a utilizagdo dessas espécies vegetais pelo homem aliada a
manutencio do equilibrio dos ecossistemas tropicais.’

O mercado de produtos farmacéuticos derivados de plantas ¢ um
segmento promissor, ja que o crescimento do mercado de medicamentos
fitoterapicos € da ordem de 15 % ao ano, enquanto o crescimento anual do
mercado de medicamentos sintéticos gira em torno de 3 a 4 %, além de
constituir-se em uma op¢io terapéutica eficaz e culturalmente apropriada.’

O ultimo diagnostico do mercado de cosméticos feito pela ABIHPEC
(Associagao Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosmeéticos), disponivel para consulta, mostra que o Brasil conta com 1.367
empresas atuando no setor, sendo que as 16 de grande porte sao
responsaveis por 72,4 % de faturamento total. As vendas de cosméticos em
2005 atingiram o valor de RS 15,4 bilhdes e o crescimento do setor de
cosméticos, higiene pessoal e perfumaria em 2005 foi de 14,5 %,
apresentando nos ultimos 10 anos um crescimento médio de 10,7 %.
Adicionalmente, o setor de cosméticos tem alta demanda por novos
produtos. Essa dissertacdo visa a inovacdo em novos produtos para
perfumaria e cosméticos. A Figura 1 apresenta a evolugao do faturamento

4
desse setor.
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Fig. 1. Evolugdo do faturamento liquido do setor de higiene pessoal,

perfumaria e cosméticos no Brasil

A Amazbnia tem papel de grande importancia, nacional e
internacional. Sua flora e fauna sdo extremamente ricas, € centenas de
espécies de animais e plantas sio encontradas exclusivamente na regido. E
urgente a necessidade de preservar sua biodiversidade, pois a floresta
Amazodnica sofre grande devastacao, tanto pela exploracdo madeireira como
pela pratica agricola. Estima-se que o desmatamento j& destruiu cerca de
625.000 km® de floresta, nio poupando nem mesmo plantas Gteis para a
area Farmacéutica ou Cosmética. O custo ecoldgico destas derrubadas ¢
altissimo, ¢ o ambiente ¢ afetado de forma irreparavel.

Apesar da industria de Perfumaria e Cosméticos exigir produtos
novos com freqiiéncia, e esta ser uma boa area de investimento por
consumir baixos volumes de materiais a altos precos, apenas trés espécies
aromaticas oriundas da Biodiversidade fazem parte da pauta de exportagcao

e comeércio na Amazodnia: as favas de cumaru (Coumarona odorata), o 6leo
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de copaiba (Copaifera spp.) e o 6leo de pau-rosa (4dniba rosaeodora). ’
Recentemente, o Estado do Acre iniciou a extracdo do 6leo essencial de
pimenta longa (Piper hispidinervium) originado de cultivos, como produtor
de safrol, e o Para extracdo do Oleo essencial de priprioca (Cyperus
articulatus) para perfumes finos. No Sul do Brasil a espécie Ocotea
sassafraz estd em perigo de extingdo e a erva baleeira (Cordia verbenaceae)
a unica que se tornou comercial, em bases sustentaveis como medicamento
Acheflan desenvolvido pela Aché em colaboragio com o CPQBA -

UNICAMP.

1.1. OLEO ESSENCIAL

As substancias odoriferas em plantas possuem fungdes ecologicas,
especialmente como inibidores da germinagdo, na protecdo contra
predadores, na atragao de polinizadores, na prote¢dao contra a perda de agua
e aumento da temperatura, entre outras.®’

Oleos essenciais também chamados de 6leos volateis sdo produtos
obtidos de partes de plantas através, sobretudo, de destilacdo por arraste
com vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por expressdo dos
pericarpos de frutos citricos. De forma geral, sdo misturas complexas de
substancias volateis lipofilicas geralmente odoriferas e liquidas. Sua
principal caracteristica ¢ a volatilidade, diferindo-se, assim, dos 6leos fixos,
mistura de substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes.
Apresentando também outras caracteristicas:

e aparéncia oleosa a temperatura ambiente;

e aroma agradavel e intenso da maioria dos 6leos;
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e solubilidade em solventes organicos apolares. Em dgua apresentam
solubilidade limitada, mas suficiente para aromatizar as solugdes
aquosas, que sao denominadas hidrolatos;

e sabor: geralmente acre (acido) e picante;

e cor: quando recentemente extraidos sao geralmente incolores ou
ligeiramente amarelados; sao poucos os dleos que apresentam cor,
como o 6leo volatil de camomila de coloracdo azulada pelo seu alto
teor de azuleno;

e cstabilidade: em geral ndo sdo muito estdveis, principalmente na
presenga de ar, calor, luz, umidade ¢ metais;

e amaioria possui indice de refracdo e sdo opticamente ativos;

e seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, 6xidos,
peréxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, e até
compostos com enxofre. Na mistura, tais compostos apresentam-se
em diferentes concentragdes, normalmente, um deles € o composto
majoritario, existindo outros em menores teores e alguns em
baixissimas quantidades ou tragos.’

A grande maioria dos dleos essenciais ¢ constituida de derivados de
terpendides ou de fenilpropandides, sendo que os primeiros preponderam.
Os terpendides sao derivados de unidades do isopreno e os fenilpropanoides
se formam a partir do acido chiquimico, que forma as unidades basicas dos
acidos cindmico e p-cumarico. A Figura 2 mostra a origem dos terpendides

e fenilpropanoides.
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Fig. 2. Origem dos terpendides e fenilpropandides

Tais compostos sdo metabolitos secundarios que tém a sua origem
explicada a partir do metabolismo da glicose. Esse ciclo biossintético pode

ser observado na Figura 3.
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Fig. 3. Ciclo biossintético geral dos metabolitos secundarios *

Os oleos essenciais podem estar estocados em certos Orgaos, tais
como nas flores, folhas ou ainda nas cascas dos caules, madeira, raizes,

rizomas, frutos ou sementes. Embora todos os 6érgaos de uma planta possam
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acumular Oleos essenciais, sua composi¢do pode variar segundo a

o~ 3
localizagao.

A composi¢ao quimica dos oleos essenciais pode ser afetada pelas

condi¢des ambientais. Por exemplo: um individuo cultivado numa regido

chuvosa pode apresentar composi¢do quimica diferente de outro individuo

da mesma espécie cultivado em uma regiao seca.

Os métodos de extragao variam conforme a localizacdo do oOleo

essencial na planta e com a proposta de utilizagdo do mesmo, os mais

comuns Sao:

l.

“enfleurage”: ¢ empregado para extrair 0leo essencial de pétalas de
flores,. As pétalas sdo depositadas, a temperatura ambiente, sobre
uma camada de gordura, durante certo periodo de tempo. Em seguida
essas pétalas esgotadas sdo substituidas por novas até a saturacao
total, quando a gordura ¢ tratada com 4lcool. Para se obter o oleo
essencial, o 4lcool ¢ destilado a baixa temperatura, o produto assim
possui alto valor comercial.

arraste por vapor d’agua: os constituintes do material vegetal

possuem pressdo de vapor mais elevada que a da agua, sendo por
isso, arrastados pelo vapor d’agua. Em pequena escala, emprega-se o
aparelho de Clevenger. O 6leo essencial obtido, apds separar-se da
agua, deve ser seco com Na,SO, anidro. Esse procedimento, embora
classico, pode levar a formagdo de artefatos em funcao da alta
temperatura empregada. Preferencialmente, esse método ¢ utilizado
para extrair 6leos de plantas frescas.

extracdo com solventes organicos: os 0leos essenciais sao extraidos,

preferencialmente, com solventes apolares que, entretanto, extraem
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outros compostos lipofilicos, além dos 6leos essenciais. Por isso, os
produtos assim obtidos raramente possuem valor comercial.

4. prensagem (ou expressdao): ¢ empregado para extragdo de Oleos

essenciais de frutos citricos. Os pericarpos desses frutos sao
prensados ¢ a camada que contém o dleo essencial ¢, entdo, separada.
Posteriormente, o 6leo ¢ separado da emulsdao formada com &agua
através de decantacdo, centrifugagdo ou destilacdo fracionada.

5. extragdo por CO, super critico: esse método permite recuperar os

aromas naturais de varios tipos € nao somente 6leo essencial, de um
modo bastante eficiente. E o método ideal para extragdo industrial de
6leos essenciais. Nenhum traco de solvente permanece no produto
obtido, tornando-o mais puro do que aqueles obtidos por outros
métodos. Para tal extragdo, o CO, ¢ primeiramente liquefeito através
de compressao e, em seguida, aquecido a uma temperatura superior a
31 °C. Nessa temperatura, o CO, atinge um quarto estado, no qual
sua viscosidade ¢ andloga a de um gas, mas sua capacidade de
dissolugdo ¢ elevada como a de um liquido. Uma vez efetuada a
extragdo, faz-se o CO, retornar ao estado gasoso, resultando na sua

total eliminacao.

1.2. MERCADO DE OLEOS ESSENCIAIS

O uso de extratos e o0leos essenciais na industria de cosméticos e, em
particular, no ramo de perfumes remonta a Antigiiidade. Na China, na India
e no Oriente Médio, as plantas aromaticas, os 6leos, as aguas perfumadas e
preparacoes cosméticas eram utilizadas na cozinha, em cosméticos, na

medicina e nas praticas religiosas. A industria de cosméticos moderna foi
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buscar na sabedoria milenar da fitoterapia as receitas para hidratacdo e
relaxamento da pele e do cabelo.”

Além dos 6leos essenciais obtidos de plantas, produtos sintéticos sao
encontrados no mercado. Esses Oleos sintéticos podem ser imitagdes dos
naturais ou composi¢oes de fantasia. Para o uso farmacéutico, somente os
naturais sao permitidos pelas farmacopéias. Excecdes sdo aqueles 6leos que
contém somente uma substidncia, como o 6leo de baunilha, que contém
vanilina. Nesses casos, algumas farmacopéias permitem também os
equivalentes sintéticos.’

No mercado internacional o Brasil ¢ o décimo maior importador de
6leos essenciais ¢ o quarto maior exportador somando US$ 98 bilhdes em
2004. Existem hoje aproximadamente 3.000 o6leos conhecidos e 300
comercializados, sendo os seis principais produzidos e exportados os 6leos
de laranja, limao taiti, eucalipto, pau-rosa, lima e capim-limao.’

Empresas multinacionais, sobretudo comecam a instalar-se na
Amazobnia a partir do ano 2001. Assim a Crodamazon, a Cognis além da
Beraca (Brazmazon) produzem diferentes 6leos e extratos para importantes
industrias de cosméticos.

O mercado mundial de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosmético
chegou a US$ 240 bilhdes em 2004,” sendo provavelmente 10 % desde
valor o consumo de matérias primas. O valor deste mercado mostra
claramente que os produtos naturais da Amazonia tém uma oportunidade
unica neste contexto, visto que a demanda de novos 6leos essenciais para o
mercado de perfumaria ¢ crescente, principalmente aqueles oriundos da
Amazonia e da Mata Atlantica. Infelizmente, a baixa qualidade das matérias

primas originadas na regido aliada a fatores como suprimento inadequado,

10
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prazos, e falta de controle de qualidade, liquidam a competitividade da
regido na busca de novos mercados.

Baseado na importancia do estudo de novas fontes sustentaveis, 6leos
essenciais de cinco plantas aromaticas (Aeollanthuns suaveolens, Aniba
canelilla, Aniba rosaeodora, Lippia alba e Ocimum basilicum) foram
escolhidos para esse trabalho. Aeollanthuns suaveolens pelo seu aroma
marcante de coOco, tornando seu Oleo uma possivel fragrancia para
perfumaria, Aniba canelilla por seu aroma de canela, podendo ser usado nas
industrias alimenticia e de cosméticos, Aniba rosaeodora dado ao
esgotamento de suas fontes naturais e por sua importancia no mercado
internacional de Oleos essenciais, Lippia alba e Ocimum basilicum por
serem citados na literatura como possiveis fontes de linalol para substituir o
6leo essencial de A. rosaeodora . A revisdo bibliogréafica de cada planta esta

a seguir.

11
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aeollanthus suaveolens Mart. ex- Spreng

Eduardo Mattoso

Fig. 4. Foto de A. suaveolens

Aeollanthus suaveolens, conhecida popularmente como catinga de
mulata, pertence a familia Lamiaceae e ¢ uma erva anual nativa da
Amazonia. O 6leo essencial dessa planta foi recentemente apresentado, pelo
nosso grupo de pesquisa, no Congress on Perfumery and Natural raw
material >, na Francga, ¢ na empresa Quest, em Paris, onde recebeu grande
atencao.

A planta é usada pela populagdo em banhos de cheiro feito pela
infusdo de plantas aromaéticas, em motivos religiosos ou folcloricos, e em
perfumes caseiros. No folclore ¢ usado para quebranto. Na etnomedicina ¢
usado no combate a febre, dor de cabeca, inicio de derrame, sendo a folha a
parte mais utilizada como cha e sumo.'” Devido a importincia desta planta

como medicinal e como fragrancia, varios autores a estudaram.

12
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Estudos anteriores mostraram que os Oleos essenciais das folhas e
flores obtidos por hidrodestilagdo apresentaram como principais
componentes o (-) linalol, farneseno e (-) massoia lactona.'” Por esses
autores, o maior rendimento de linalol ocorre na folha (31,50 %), para o
farneseno observa-se maior concentragao na flor (55,32 %), seguida do
caule (42,17 %) e folha (21,90 %)." Com relagio a massoia lactona, o
percentual de maior significado ocorreu na folha (25,15 %), nas demais
partes do vegetal, as porcentagens foram insignificantes.'® Um outro estudo
mostra que o rendimento da destilagdo do 6leo essencial € maior no periodo
de florescéncia (0,11 %) do que no periodo sem flores (0,07 %)."' No caso
da hidrodestilagao, amostras frescas apresentam menor rendimento (0,1 %)
que amostras secas (0,5 %)."?

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial foi comprovada, sendo a
massoia lactona fortemente ativa contra os microorganismos S. sefubal e
Bacillus subtilis.”> A CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) do 6leo volatil
mostra atividade mais acentuada contra a bactéria Escherichia coli e o
fungo Cryptococcus neoformans."”

Estudos fitoquimicos monitorados farmacologicamente evidenciaram
que o Oleo essencial ¢ o responsavel pelo bloqueio de convulsdes induzidas
por Metrazol (PTZ) em camundongos.'* A atividade anticonvulsivante das
lactonas detectadas nesta planta, (6 - decalactona, 6 - decen-2-lactona e vy -
decalactona) foram avaliadas em camundongos, sendo que as duas
primeiras ndo apresentaram resultados significativos, mas a y - decalactona
apresentou atividade sedativa.”” O extrato hidroalcoolico de A. suaveolens

. L . . - 16
mostrou forte atividade analgésica e antiinflamatoria em camundongos.

13



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Dado a importancia etnomédica, farmacologica e a possibilidade de
ser utilizada em perfumaria, decidimos estudar mais profundamente essa

planta.

2.2. Aniba canelilla (H. B. K.) Mez

www.treemail.nl

Fig. 5. Foto de A. canelilla

A Aniba canelilla pertence a familia Lauraceae e € nativa da regiao
Amazonica, distribuindo-se amplamente nas matas pluviais do interior da
Guiana Francesa no leste, ao longo do escudo das Guianas, atravessando
Suriname, Venezuela e Colombia at¢ a Amazonia peruana. No Brasil,
ocorre nos estados do Pard e Amazonas. Apresenta os nomes vulgares de
preciosa'’, folha-preciosa, pau-precioso'®, casca-preciosa'’, casca-do-
maranhdo'’, falsa-canela'®, amapaiama'®, pereiora'®. Esta arvore fornece
madeira de 6tima qualidade, apropriada para mobiliario e constru¢do civil.

A planta ¢ enormemente utilizada na medicina popular. O cha das
cascas e folhas ¢ empregada contra o artritismo, esgotamento nervoso como
redutora da albumina do sanguew, para hidropsia, catarro cronico, sifilis,
leucorréia, aerofagia, males do coragdo e para amenizar a dor apos a
extracdo de dentes', sendo ainda considerado anti-anémico, anti-

desentérico, anti-espasmodico,  digestivo, eupéptico, peitoral e

14
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estimulante'®. Também usado para resfriados, tosses, dor-de-cabega e
nauseas.” Possiveis aplicacdes em cosméticos sdo sugeridas pelo seu uso
etnobotanico. O 6leo essencial € usado contra acnes, dermatites, febre,
infecgdes diversas e ferimentos.*

Devido ao aroma de canela é usado como condimento.”' O odor do 6leo
essencial da preciosa, semelhante ao da canela, fez com expedicdes
portuguesas e espanholas, apos o descobrimento do Brasil, penetrassem na
regido amazonica em busca dessa especiaria.”

Os tecidos indicam a composi¢do: eugenol, linalol, metileugenol,
anabasina, anibina e tanino.> O principal componente do 6leo essencial,
tanto do tronco quanto das folhas de A. canelilla, ¢ o 1-nitro-2-feniletano,
uma molécula rara em produtos naturais, derivada da fenilalanina. O 6leo
da madeira apresenta rendimento de 0,7-1,0 % e consiste de eugenol (1 %),
metil eugenol (15 %) e 1-nitro-2-feniletano (80 %).** A analise de CG-EM
do 6leo essencial das folhas apresentou a seguinte composicao quimica: o-
pineno, B-pineno, [-felandreno, P-cariofileno, P-sesquifelandreno, p-
cimeno, linalol, 1-nitro-2-feniletano, a-copaeno e espatulenol.18 Em outro
estudo® foram identificados sesquiterpenos no 6leo essencial das folhas,
bem como a presenga de moléculas precursoras da biossintese de 1-nitro-2-
feniletano como benzonitrila, benzoacetaldeido e benzoacetonitrila. O 6leo
essencial das cascas apresentou os alcaldides benziltetrahidroisoquinolina®,
tetrahidroprotoberberina®, (R)—(+)-noranicanina®, anicanina®, canelila®”’,
norcanelilena®’, (-) norcanelilina®®, (+) canelilina®®, canelilinixina.*®

A atividade anti-espasmoddica do oleo das cascas de A. canelilla foi

.29
comprovada in vivo.
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O componente majoritario do O6leo essencial 1-nitro-2-feniletano,
possui alta toxicidade contra Candida albicans. A DLsydo extrato de éter de
petroleo da planta é maior que 800 mg/Kg por rato BALB/c.”

Nosso interesse nessa planta deriva do seu aroma especial, do uso
etnobotanico e da sua agdo sobre a pele como mostrado por Maia e col.'®
Adicionalmente, nosso estudo ¢ voltado para as folhas dessa planta, que

18,22
l.

mostram os trabalhos de Maia e co possui enorme concentragao de 1-

nitro-2-feniletano.

2.3. Aniba rosaeodora Ducke

Eduardo Mattoso

Fig. 6. Foto de A. rosaeodora

A Aniba rosaeodora ¢ uma arvore da familia Lauraceae, conhecida
como pau-rosa, que no Brasil ocorre desde o Amapa até a fronteira com o
Peru ao longo de ambas as margens do rio Amazonas.

A planta ¢ usada em cosméticos, perfumes caseiros e sprays para
aromatizar ambientes ¢ em logdes com Oleo de Andiroba (Carapa

guianensis) para reumatismo. O 6leo essencial puro € usado na odontologia

16
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e alergias. O hidrolato (4gua aromatica subproduto da destilagao) ¢ usado
para a desinfeccao de banheiros e ralos com grande eficiéncia. As folhas de
A. rosaeodora sao utilizadas pelas lavadeiras & beira dos rios da Amazonia,
para a ultima agua de enxagiie das roupas, o que lhe confere um aroma
especial de limpeza.

No folclore amazoénico os homens passam gotas do dleo atras dos
lobulos da orelha, acreditando que isto lhes confere atrativo sexual. Sao os
perfumes atrativos encontrados na feira Ver-o-P&so preparados com alcool
desodorizado 70 %, casca e folhas do pau-rosa e outras plantas aromaticas.
Defumagdes de limpeza do ambiente sdo feitas com raspas de casca e
folhas de A. rosaeodora aspergidas sobre braseiros toda 1 sexta-feira do
més, e no folclore isto afasta os maus espiritos.

Na Aromaterapia, o 6leo essencial de A. rosaeodora ¢ aconselhado
como estimulante celular, regenerador de tecidos, antidepressivo, tonico
dos nervos, calmante e ¢ utilizado para dores de cabega e nauseas.

Na Cosmetologia ¢ indicado para os cuidados com a pele sensivel,
pele envelhecida, rugas e cuidados em geral e também para cicatrizes e
lesdes, acne e dermatite. E indicado para qualquer tipo de preparado para o
corpo ou para a pele (6leos de banho, logdes, méscaras e massagens
faciais).

A. rosaeodora, espécie cujo aroma da madeira lembra a rosa, produz
6leo essencial constituido na maior parte por linalol (70-90 %). Linalol e
seus ésteres, como o acetato de linalila, sdo matérias odoriferas de cheiro
intenso e agradavel. Esse dlcool ¢ um importante intermediario na producao
de vitamina E, e embora de origem sintética seja bastante usado em
perfumaria para produtos de fragrancias florais, pode ser aplicado em

detergentes e sabdes. Desde o inicio do século a induastria de Perfumaria e
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Cosméticos vem utilizando este 6leo, que hoje ¢ vendido por US$80/kg
(FOB Manaus). O preco tem aumentado com a escassez do produto, ja que
as ultimas fontes naturais estao esgotando-se. Os principais compradores do
6leo sdo os Estados Unidos e Europa, podemos citar empresas sofisticadas
como a francesa Chanel, que utiliza o 6leo na produgdo dos seus perfumes.

Para produzir anualmente cerca de 40 toneladas de 6leo essencial da
madeira de A. rosaeodora, € necessario que sejam derrubadas cerca de 4 mil
arvores. De acordo com o Ibama, para cada tambor de 180 litros de 6leo
produzido, 80 mudas de A. rosaeodora deveriam ser plantadas. Existe,
entretanto, a escassez de mudas, o que as torna caras. O principal problema
¢ que para a extracdo do 6leo essencial de 4. rosaeodora ocorre a destruicao
da arvore, pois, para obtencao desse 6leo, o tronco € cortado transformado
em serragem, outros problemas sdo a falta de técnicas de plantio e o longo
periodo de maturacdo dessas plantas na floresta para corte da madeira -
mais de 25 anos.

Nos ultimos tempos, a industria de Perfumaria tem reduzido o
consumo do 6leo de A. rosaeodora, tanto pelo preco quanto pela questdo
ambiental, tendo em vista que a espécie corre perigo de extingao, as grandes
empresas, em geral, preferem nao correr o risco de ter seu nome associado a
devastacao do meio ambiente.

Cientistas brasileiros preocupados com o esgotamento das reservas
naturais de A. rosaeodora t€m pesquisado fontes alternativas de oleos
essenciais ricos em linalol. Alguns estudos mostram que o 6leo de O.
basilicum por apresentar consideravel concentracao de linalol (31 %) e
grande facilidade de cultivo seria uma possivel alternativa ao uso do 6leo de

A. rosaeodora.’’ Outros estudos apontam o o6leo da L. alba como
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alternativa, devido a sua alta concentracdo de linalol (60 %) nas partes
aéreas.”

Andlises do 0leo essencial das folhas de A. rosaeodora feitas pelo
nosso grupo de pesquisa mostraram que este ¢ a melhor alternativa de fonte
sustentavel do oleo da sua madeira, por possuir perfil cromatografico e
qualidade olfativa apds destilagdo, similar ao linalol da madeira. O linalol
apresenta-se em alta concentragdo no oleo essencial da madeira (85 %) e
nas folhas (81 %).”

O estudo dos oOleos essenciais da madeira e das folhas de A4.
rosaeodora foi introduzido nessa dissertacdo para comparar a quiralidade
dos compostos desses 6leos com as dos 6leos essenciais de Lippia alba e

Ocimum basilicum.

2.4. Lippia alba Mill. N. E. Br.

Adriana Lones Schiozer

Fig. 7. Foto de L. alba

Também conhecida como erva cidreira nacional, erva cidreira de
arbusto, erva cidreira do campo, alecrim do campo, alecrim selvagem,

carmelitana, cidreira brava, falsa melissa, lipia (Brasil); white ou bush
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Lippia, wild sage (inglés); pampa orégano (Amazdnia peruana); toronjil
mulato, orégano de burrro, cidrona (Venezuela); paralisado, salvia
(Argentina); salvia betonica (México).** Ocorre nas Américas Central e do
Sul, habitando praticamente todas as regides do Brasil, onde ¢ empregada
como medicinal, pelas suas propriedades sedativa, carminativa, analgésica,
espasmolitica e emengoga.

L. alba é um arbusto perene de até 3 m de altura, muito ramificado e
de galhos finos. As folhas sdo curto-pecioladas, opostas, ovadas, ovado-
oblongas ou oblongas, agudas ou obtusas no apice, estreitas na base. As
flores sdao pequenas, normalmente roseo-violaceas, mas as vezes vermelhas
ou brancas, em espigas densas. Planta de facil propagac¢do, nao tolerando
excesso de temperatura. Cresce em varios tipos de solo, preferindo os
levemente arenosos.”*

A composicdo do Oleo essencial apresenta variagdo qualitativa e
quantitativa, levando a separagdo em quimiotipos denominados Lippia alba
1, 2, 3, os quais produzem como componente majoritario no 6leo essencial
o citral, a carvona e o linalol, respectivamente,35 mesmo que cultivadas em
condigdes semelhantes. O oOleo essencial do quimiotipo 3 obtido por
hidrodestilacdo das folhas das plantas foi analisado por CG, sendo
identificados oito compostos (aproximadamente 93,6 % do 6leo): linalol
(69,3 %), 1,8 cineol + limoneno (4,6 %), germacreno D (4,2 %), SS-
cariofileno (3,6 %) e germacreno D-4-ol (2,7 %).”° Em outra analise, o 6leo
essencial das folhas apresentou a composi¢do: linalol (78,9 %), 1,8 cineol
(6,5 %), germacreno — D (3,5 %), B- cariofileno (2,7 %) e a- terpineol (2
%)." A anélise do linalol com coluna quiral mostrou que a L. alba apresenta
exclusivamente o isdmero S-linalol.’® Humberto, Lage e Leitdo> afirmam

que L. alba ¢ uma fonte em potencial de linalol 3S-(+)-linalol, que requer
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pequenas areas para o cultivo a apresenta crescimento rapido, além disso ¢
uma fonte sustentavel porque o melhor 6leo obtido dessa planta ¢ o da sua
folha. Kleber, Bem e Jannuzzi®, agronomos da Universidade de Brasilia
(UNB), estudaram diferentes quimiotipos de L. alba determinando a
composi¢do de linalol com até 60 % nas partes aéreas. Os autores sugerem
que o oleo essencial dessa planta poderia vir a substituir o 6leo essencial da
madeira de A. rosaeodora.

O o6leo essencial de L. alba mostra efeito fungistatico contra
Colletotrichum falcatum and C. pallescens a 700 ppm ou menos ¢ efeito
fungicida em concentragdes maiores para Fusarium moniliforme,
Ceratocystis paradoxa, Rhizoctonia solani, Curvularia lunata, Periconia
atropurpuria e Epicoccum nigrum." Também apresenta atividade
antibacteriana, sendo maior, sobre os germes grampositivos.** ¢ mostra um
promissor potencial toxico contra insetos de grios.”

Avaliando a atividade inseticida de compostos de origem vegetal para
obter inseticidas com baixa toxicidade para mamiferos, testou-se extrato de
Lippia alba contra a praga Tribolium castaneum e como se observou um
efeito letal sobre 7. castaneum concluiu-se que esse extrato poderia servir
como base para a obteng¢ao de novos agroquimicos.44 O extrato também
apresentou efeito alelopatico e citotoxico sobre sementes de alface® e
atividade anti-candida.*

O extrato de acetato de etila de L. alba mostra atividades anti-
poliovirus.* Administracdo oral de infusio de L. alba previne lesdes
gastricas induzidas por indometacina (anti-inflamat6rio).*® Uma fragdo ndo-
volatil de L. alba extraida em etanol 80 % (v/v) apresentou efeitos sedativo

. 49
e miorelaxante em camundongos.
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O dleo essencial ¢ anti-oxidante natural apropriado para produtos
farmacéuticos e alimenticios, por exemplo: log¢des, cremes, xampus e
doces.”

O uso etnomédico de L. alba e suas propriedades bactericidas,
fungicidas e anti-oxidante conduziram nosso interesse para o estudo dessa
planta. Adicionalmente, a sugestdo de autores (Maia e col.’’, Humberto,
Lage, Leitdo® e Kleber, Bem e Jannuzzi4°) de que o 6leo essencial de L.
alba poderia substituir o 6leo da madeira de 4. rosaeodora, provocou a

analise comparativa desses 6leos.

2.5. Ocimum basilicum L.

Nilson Maia Borlina

Fig. 8. Foto de O. basilicum

Entre as ervas aromadticas, O. basilicum, conhecido popularmente
como manjericdo, possui importancia econdmica no Brasil, podendo ser
utilizado in natura ou como dleo essencial.”’ Este 6leo é produzido em larga
escala mundialmente: India, Bulgéaria, Egito, Paquistdo, Israel, Iugoslavia,
Estados Unidos, Madagascar, Albania e Hungria. O Brasil exporta esse 0leo

por 50 US$/Kg, a India e o Egito por 12 — 15 US$/Kg.”* O tipo europeu é
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considerado de altissima qualidade, produzindo um delicado aroma devido
a mistura de linalol e estragol em sua composi¢cdo quimica, sendo
extensivamente utilizado como aromatizante de licores e perfumes finos.™

Na Etnomedicina essa planta ¢ utilizada contra varias doengas como:
estimulante, estomacal, bronquite, reumatismo e antiespasmoédico. Na
Aromaterapia cabocla da Amazonia a planta ¢ usada em banhos de cheiro,
mas cuidados devem ser tomados quando se utiliza o 6leo essencial de O.
basilicum em banhos, pois ele pode causar irritagdes na pele de pessoas
sensiveis.”*>

Sao identificados sete quimiotipos de Ocimum basilicum: (1) linalol,
(2) metil cinamato, (3) metil cinamato/ linalol, (4) metil eugenol, (5) citral,
(6) metil chavicol, e (7) metil chavicol/ citral.”’

A andlise quimica do O. basilicum mostra a presenga de taninos,
flavonoides, saponinas, canfora € no 6leo essencial: timol, metil-chavicol,
linalol, eugenol, cineol e pineno.5 :

Diversos autores avaliaram a produtividade de O. basilicum em
ambiente protegido: 1) hidroponia (floating); 2) substrato preparado e 3)
substrato comercial. O sistema hidroponico apresentou a maior
produtividade de massa verde, aproximadamente 44 % superior aos outros
dois tipos de cultivo. Nao houve diferenga significativa entre as formas de
cultivo quanto ao rendimento e composicio quimica dos 6leos essenciais.”’

Um estudo sobre o efeito da temperatura na composi¢do do 6leo
essencial foi realizado, sendo que na temperatura de 25 °C houve aumento
de eugenol e cis-ocimeno, enquanto em 15 °C o acréscimo se deu nos

compostos canfora e trans — B — farneseno. Os compostos linalol ¢ 1,8

. . : 58
cineol ndo sofreram efeito da temperatura.
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A andlise do o6leo essencial de O. basilicum leva a resultados
diferentes dependendo do método de extracdo. Enquanto a composi¢cao dos
oleos obtidos com arraste convencional, usando-se microondas como fonte
de aquecimento e com CO, pressurizado forneceu estragol como principal
constituinte, o 6leo extraido com solvente a partir da agua codestilada
apresenta linalol em maior teor.”

Um estudo do armazenamento ¢ conservacdo do O. basilicum, em
diferentes €pocas e horarios de colheita, mostrou o decréscimo linear dos
teores de oleo essencial, de clorofila e do niimero de colonias de fungos e
bactérias ao longo do armazenamento. Nao houve efeito da época ou do
horério de colheita sobre a composi¢ao do 6leo essencial, mas os teores de
eugenol e linalol aumentaram durante o armazenamento.”’ O nimero de
coliformes ficou abaixo de 0,3 NMPg"' e o nimero de Staphylococcus
aureus, abaixo de 1,0x 10> UFC gl'.60

O dleo essencial das folhas extraido tanto por hidrodestilagdo quanto
por arraste a vapor ou de toda planta ¢ usado em aroma alimenticio,
produtos de higiene bucal, em fragrancias, em rituais, aromaterapia € como
medicinal.

O oleo essencial apresenta propriedades inseticidas, nematicida,
fungistatico, antimicrobiano®' e antifungico.®” Diferentes métodos utilizados
para testar a atividade antibacteriana mostraram que o 60leo essencial obtido
de partes aéreas de O. basilicum possui forte efeito inibitoério sobre
Staphylococcus, Enterococcus ¢ Pseudomonas.®

O crescimento micelial do fungo patogénico (Botrytis fabae) de
planta foi reduzido significativamente nos quimiotipos metil chavicol e

linalol. Todos os componentes individuais de maior concentracdo nos 6leos
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— metil chavicol, linalol, eugenol e eucaliptol - diminuem o crescimento do
fungo.64

O dleo essencial a uma dose de 1,5 mL/L inibe completamente o
crescimento micelial de 22 espécies de fungos e ¢ também repelente ao
inseto Allacophora foveicollis. A dose toxica ¢ muito menor que de alguns
fungicidas comerciais.®

Nos testes antiflingicos, os melhores resultados foram obtidos com o
extrato das folhas frescas a 20 %, que ocasionou inibi¢ao de 100 %, 91 % e
84 % sobre o crescimento micelial de C. gloeosporioides, L. theobromae e
M. phaseolina respectivamente ¢ com o Oleo essencial a 0,2 % que
promoveu uma inibicao de 91 %, 100 % e 43 % frente a C. gloeosporioides,
L. theobromae ¢ M. phaseolina respectivamente. Os extratos das folhas
secas foram completamente inativos nas mesmas condicdes.”

O eugenol encontrado no oOleo essencial mostra atividade
antioxidante,’® além dos 2 compostos fendlicos — 4cido rosmarinico (RA) e
acido cafeico (CA) - que apresentam essa propriedade fortemente
pronunciada.®’

As substancias apigenina, linalol e acido ursolico foram isoladas dos
extratos aquoso e etandlico e apresentaram amplo espectro de atividade
antiviral, como atividade contra virus da Herpes e hepatite B.®*

O extrato aquoso, metanolico e hidro-metandlico e os flavonoides
glicosilados de O. basilicum diminuem o indice de ulcera, inibe o acido
gastrico e secregoes da pepsina e aumenta hexosaminas em ratos em
tratamento com aspirina.”

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de O. basilicum contra
microorganismos tem sido amplamente relatada. Prasad et al. (1986) e

Farag et al. (1989) ressaltam ainda que o Oleo essencial obtido de O.
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basilicum e outras espécies de Ocimum sdo mais eficientes contra bactérias
Gram-positivas (Bacilus sp., Staphylococcus sp., Micrococcus sp.,
Lactobacillus sp.) que contra bactérias Gram-negativas (Enterobacter sp.,
Pseudomonas sp., Salmonela sp.).”

O. basilicum ¢é tolerante a cobre e zinco em altas concentragoes ¢ ¢
sensivel a Co e Ni. Estudos da distribuicao subcelular das folhas e raiz
revelam a seletiva divisao de altas concentracdes de Cu e Zn nas paredes da
célula, e Co e Ni na fracdo do citoplasma.”’

O Odleo essencial de O. basilicum ¢ um aromatizante utilizado em
industrias Alimenticia e de Perfumaria, possui atividades antimicrobiana e
antifingica. Somando-se a isso & citado na literatura’’ como uma possivel
fonte sustentavel de linalol, pois sua concentracdo ¢ de 31 % e apresenta
grande facilidade de cultivo, por isso € sugerido como um substituinte do
6leo essencial da madeira de A. rosaeodora. Tornando-se assim, um objeto

interessante para nosso estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Estudar a composicdo quimica de Oleos essenciais de plantas

aromaticas de valor comercial por CG-EM.

3.2. Objetivos Especificos

1. Extrair o 6leo essencial das folhas de Aniba canelilla e Lippia alba e
partes aéreas de Aeollanthus suaveolens.

2. Caracterizar quimicamente por CG-EM os oOleos essenciais das
espécies Aeollanthus suaveolens, Aniba canelilla, Aniba rosaeodora,
Lippia alba e Ocimum basilicum.

3. Extrair por Microextragdo em Fase Soélida e analisar por CG-EM os
compostos volateis de amostras de A. suaveolens, A. rosaeodora, L.
alba e O. basilicum.

4. Comparar por CG-EM em coluna quiral a composi¢ao dos
enantidmeros de linalol nos oleos essenciais de A. rosaeodora, L.
alba ¢ O. basilicum ¢ avaliar a substituicdo do Oleo essencial da
madeira de 4. rosaeodora pelos o6leos essenciais das folhas de A.
rosaeodora, de L. alba e/ou de O. basilicum.

5. Isolar e identificar fitoquimicamente as principais moléculas dos
6leos essenciais e/ou extratos de 4. canelilla e A. suaveolens.

6. Transformar a 6-decalactona comercial na lactona majoritaria de A.

suaveolens: massoia lactona, por uma rota deferente da literatura.
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7. Concentrar a massoia lactona no residuo da extracdo do oleo
essencial por arraste a vapor.

8. Realizar (em colaboragdao) ensaios bioldgicos preliminares —
antifingico e antibacteriano - pela técnica de difusdo com discos com
amostras de Aniba canelilla e Aeollanthus suaveolens.

9. Estudo sazonal de L. alba por CG-EM para definir as variagdes de

rendimento do 6leo essencial e concentracao de linalol.
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4. EXPERIMENTAL

Para analises de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) foi utilizado um cromatdgrafo a gas HP 5890 com
detector seletivo de massas HP 5870 — B, com exce¢do da quantificacao de
1-nitro-2-feniletano no o6leo essencial da madeira e das folhas de A.
canelilla e em suas fracdes, realizada no cromatografo a gas com detector
de ionizacdo de chama modelo HP 5890, integrador 3396. A coluna usada
fo1 HP-5 (5 % fenil 95 % metilpolisiloxano) com comprimento de 30 m,
diametro interno de 0,25 mm e filme com espessura de 0,25 um. As
condic¢oes foram:

» Temperatura inicial: 60 °C

» Temperatura final: 240 °C

» Rampa: 3 °C/ min.

= Injetor: 240 °C

= Detector: 260 °C

= (as de arraste: Hélio, fluxo: 1,0 mL/min

Nas analises usando HS-SPME (do inglés Head Space - Solid Phase
Micro Extraction), o equipamento utilizado foi o primeiro citado. Foi usado

o modo de injecao splitless com fibra PDMS-100 (polidimetilsiloxano).

As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear foram feitas no
espectrometro Varian INOVA-500 operando a 499,88 MHz para 'H e 75,45
MHz para ”C e no espectrometro Gemini operando a 75 MHz para a
analise de °C da amostra de l-nitro-2-feniletano. As amostras foram

solubilizadas em CDCl;
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As extracOes por arraste a vapor foram realizadas num extrator
Marconi 20 L — aco inox 306.

As placas para cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP) foram preparadas no proprio laboratorio com espessura de 1 mm de
silica de placa da marca Merck sobre ldmina de vidro.

A silica gel usada nas colunas cromatograficas ¢ da marca Merck e
possuem tamanho de particula 0,063 — 0,200 mm e 70 — 230 mesh ASTM.

As placas para cromatografia em camada delgada (CCD) utilizadas
foram da marca Merck, com refletancia para luz ultravioleta 254 nm com
diferentes combina¢des dos solventes: acetato de etila, cloroformio,
diclorometano, hexano, metanol e tolueno. A visualizacdo dos compostos
foi verificada pela irradiacdo da luz ultravioleta no comprimento onda 254
nm, seguida da pulverizacdo com vanilina e acido sulfurico 5 % em etanol
(revelador de terpendides, fendis, etc.)’ seguida de aquecimento em placa
elétrica.

A avaliagdo dos cromatogramas foi feita através da comparagdo dos
espectros de massas apresentados pela biblioteca Wiley do equipamento e
dos indices de retencdo calculados com os dados da literatura”. Para a
determinacdo do indice de retencdo de cada substancia foi usada uma série

homologa de hidrocarbonetos (C9- C20).

4.1. Material botanico

O oleo essencial bruto da madeira da A. canelilla e o 6leo essencial
da madeira de 4. rosaeodora foram doados pelo produtor Sr. Raul Alencar

de Manaus, Amazonas.
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O o6leo essencial das folhas de A. rosaeodora foi obtido num
experimento piloto realizado na regido de Presidente Figueiredo,
Amazonas, pela Sra. Maria Emilia Andrade, também produtora de 6leo
essencial.

As amostras de 4. suaveolens e as folhas A. canelilla foram obtidas
no mercado municipal Ver-o-Péso em Belém, Para.

As folhas de L. alba foram colhidas no campo do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) e
no jardim da residéncia do Professor Lauro E. S. Barata em Campinas, Sdo
Paulo.

O oleo essencial de Ocimun basilicum foi doado pelo Dr. Nilson
Maia do Instituto Agrondémico de Campinas (IAC), Sao Paulo e representa

uma amostra da empresa Linax.

4.2. Extracao do o6leo essencial de Aeollanthus suaveolens

O oleo essencial de 4. suaveolens obtido por arraste a vapor de
1386,5 g de partes aéreas frescas, durante 2 h e 30 min, apresentou a massa
de 0,306 g, que corresponde a 0,022 % de rendimento e foi analisado por

CG-EM.

4.3. Extracio do residuo de A. suaveolens

16,3 g do residuo seco da extragdo de A. suaveolens por arraste a
vapor foi submetido a extracdo a temperatura ambiente com diclorometano

por 24 h, resultando em 0,74 g de extrato (4,5 % da massa inicial).
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4.4. Extraciao das partes aéreas de A. suaveolens com solvente

Para extragdao das partes aéreas de A. suaveolens utilizou-se um
equipamento de Soxhlet, que utiliza refluxo de solvente o que torna a
técnica econdmica ¢ ambientalmente correta.

33,6 g de partes aéreas secas ao ar foram extraidas com
diclorometano por 24 h, num equipamento de Soxhlet. Apos esse periodo o
solvente foi evaporado em evaporador rotatério e o extrato foi obtido com
7,6 % de rendimento (2,55 g).

Esse procedimento foi repetido para outra amostra (78,3 g) mudando

o solvente para hexano, apresentando agora o rendimento de 2,8 % (2,17 g).

4.5. Isolamento da massoia lactona do extrato hexanico de A4.

suaveolens

Para o isolamento da massoia lactona, o extrato hexanico seco (sem

solvente — 4.4) passou por trés processos:

4.5.1. Eliminacao de clorofila

A 1 g do extrato hexanico seco de cor verde, obtido no item 4.4 foi
adicionado 30 mL de metanol. Depois de agitada, essa mistura, filtrada em
papel de filtro. O residuo da filtracdo foi abandonado e ao filtrado foi
adicionado 4gua destilada até turvar (a relagdo metanol:dgua ficou proxima
de 7:3), posteriormente foi realizada uma filtragdo em celite de

granulometria 0,01 — 0,04 mm da marca Merck. Novamente o residuo foi
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descartado e o filtrado extraido com diclorometano (3 x 30 mL). O solvente
foi evaporado em rota-evaporador, o extrato hexanico sem clorofila, de
coloracao amarelada, foi pesado, apresentando a massa de 0,23 g que

corresponde a 23 % da massa inicial e analisado em CG-EM.

4.5.2. Coluna cromatografica

O extrato obtido no item 4.5.1 foi submetido a coluna de filtracgao,
utilizando 10 g silica gel, 0,20 g de amostra ¢ os eluentes hexano e acetato
de etila. Foram retiradas aliquotas de 20 mL e seis novas fracdes foram

agrupadas de acordo com as semelhangas de Ry observadas por CCD

(Tabela 1).

Tab. 1. Eluentes, volumes usados e fragdes da coluna cromatografica para

1solamento da massoia lactona

Volume | Fracoes
Eluentes (propor¢ao) Massa (mg) | Massa %
(mL) Reunidas
Hexano 80 1 7,8 3.9
20 2 5,8 2,9
Hexano: AcOEt (7:3) 20 3 130,2 65,1
40 4 29,8 14,9
40 5 16,5 8,3
Hexano: AcOFEt(4:6) m
6 8,8 4,4
AcOE 90

As seis fracdes foram analisadas por CG-EM.
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4.5.3. Cromatografia em camada delgada preparativa

A fragdao 3 (Tab. 1) que continha a massoia lactona foi submetida a
cromatografia em camada delgada preparativa com 5 % de nitrato de prata,
mantida no escuro, com cluente hexano:acetato de etila 8:2. A fracdo
apresentou quatro faixas, que foram coletadas da placa e extraidas com
cloroférmio: metanol 95:5. Essa mistura foi filtrada, o solvente evaporado
em rota-evaporador A analise de CG-EM indicou que na segunda fragao, a
massoia lactona foi isolada. A analise por RMN de 'H e "°C (Figuras 8 ¢ 9)

confirmou que se trata da massoia lactona.

Fernanda lactona-1 cdcl/iri-res mar3tfalH
Pulse Sequence: s2pul

e wo.

7 6 5 4 3 2 1 ppm

Fig. 9. Espectro de RMN de 'H da massoia lactona isolada de A. suaveolens
RMN de 'H (500 MHz): & 0,92 (3H, t, *J= 6,6Hz, H-10); 1,24 — 1,83

(8H, m, H-6, 7, 8, 9); 2,27 — 2,37 (2H, m, H-4); 4,39 — 4,45 (1H, m, H-5);
6,01 (1H, dt, >J=9,9Hz, “/=1,5Hz, H-2); 6,86 — 6,90 (1H, m, H-3).
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Fernanda lactona-1 cdcl3/tri-res mar31falC
Pulse Sequence: s2pul

Fig. 10. Espectro de RMN de "C da massoia lactona isolada de A.

suaveolens

RMN de "C (125 MHz): § 13,9 (CHs, C-10); 22,4 (CH,, C-9); 24,4
(CH,, C-7); 29,3 (CH,, C-8); 31,5 (CH,, C-6); 34,8 (CH,, C-4); 80,0 (CH,
C-5); 121,3 (CH, C-2); 145,0 (CH, C-3); 164,5 (C,, C-3).

4.6. Constituintes volateis de Aeollanthus suaveolens extraidos

por Microextracao em Fase Solida (SPME)

As andlises dos constituintes volateis extraidos por Microextracdo em
Fase Solida foram feitas no modo headspace (HS-SPME) para quatro
amostras de A. suaveolens: partes aéreas frescas, secas, Oleo essencial e
residuo da extracdo do 6leo essencial. 200 mg de cada amostra e 15 mL de
solucdo aquosa saturada de cloreto de sodio foram acondicionadas em

frascos de 25 mL lacrados com septo de teflon/silicone e magneticamente
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agitados a 1.200 rpm por 15 minutos a 55 °C para o pré-equilibrio
amostra/headspace. Apos esse periodo, a fibra foi exposta por 20 minutos,
os analitos extraidos foram imediatamente dessorvidos e analisados por CG-
EM. Estas foram realizadas em colaboragdo com o laboratorio do Prof. Dr.

Fébio Augusto do Instituto de Quimica — UNICAMP.

4.7. Obtencao da massoia lactona

A massoia lactona, além de ter sido isolada do extrato hexanico da
planta (descrito em 4.5) também foi obtida por uma reagdo de eliminacao
o, a carbonila da &-decalactona comercial. A uma solugio de
diisopropilamina (0,36 mL, 2,36 mmol) em THF anidro (10,0 mL) foi
adicionado a - 78 °C e sob uma atmosfera de argonio, 1,20 mL (2,36 mmol)
de uma solucio de n-butil-litio (2,35 M em n-hexano). A esta solucdo de
LDA formada (2,36 mmol), foi adicionada uma solucdo da 6-decalactona
(0,200 g, 1,18 mmol) em THF anidro (1,2 mL). A mistura foi mantida sob
agitacdo por 0,5h a -78 °C, quando entdo adicionou-se uma solucdo de
PhSeCl (0,452 g, 2,36 mmol) em THF (1,2 mL). A reag¢do foi mantida sob
agitagdo a -78 °C por 4 h (a cada 1 h a reacao foi monitorada por CG-EM).
Apos este periodo, adicionou-se 10 mL de uma solugdo aquosa saturada de
NH,CI. A fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3 x 10 mL) e as
fases organicas combinadas foram secas com MgSO, anidro, filtradas e
concentradas em evaporador rotatorio. O residuo obtido foi dissolvido em
diclorometano (30 mL) e a esta solu¢do adicionou-se, a 0 °C, piridina (2
mL) e H,0, (solucdo 30 % aquosa, 8mL). Esta mistura bifasica foi agitada

por 1,5 h a 0 °C quando entdo adicionou-se uma solu¢do aquosa de Na,CO;
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(10 %, 20 mL). As fases organicas combinadas foram lavadas com agua (10
mL) e solu¢do aquosa saturada de NaCl (10 mL), seca com MgSO, anidro,
filtradas, concentradas em evaporador rotatorio e avaliadas por CG-EM.

O dleo resultante foi purificado por coluna cromatografica com silica
gel, usando o eluente hexano:acetato de etila 8:2. Foram retiradas trés
aliquotas de 50 mL que foram analisadas por CG-EM, sendo que apenas a
primeira fracdo continha a massoia lactona e para seu isolamento, essa
fracdo foi submetida a CCDP em placa preparada como descrito no item
4.5.3. As subfracdes foram analisadas por CG-EM. Analises de RMN 'H e
PC foram realizadas com a subfragdo que apresentava a massoia lactona
isolada e com a 6-decalactona, material de partida, (Figuras 11 e 12; 13 e
14, respectivamente), para confirmacao do isolamento da massoia lactona e

da reacao.

Femanda F3.2P44-2 cdcl3 ago24falH

Pulse Sequence: s2pul 6 8 10

T

6

— — —
0.04 012 019

Fig. 11. Espectro de RMN de 'H da massoia lactona sintetizada
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RMN de 'H (500 MHz): § 0,92 (3H, t, *J= 6,6Hz, H-10); 1,22 — 1,96
(9H, m, H-6, 7, 8, 9); 2,25 — 2,39 (2H, m, H-4); 4,37 — 4,44 (1H, m H-5);
6,01 (1H, d, *J= 9,9Hz, H-2), 6,85 — 6,89 (1H, m, H-3).

Femanda "F3.2P44-2" cdcl3/bbSold ago29falC
Pulse Sequence: s2pul

Fig. 12. Espectro de RMN de "°C da massoia lactona sintetizada
RMN de "C (500 MHz): & 13,9 (CHj, C-10), 22,4 (CH,, C-9), 24,4

(CH,, C-7), 29,3 (CH,, C-8), 31,5 (CH,, C-6), 34,8 (CH,, C-4), 77,9 (CH,
C-5), 121,4 (CH, C-2), 145,0 (CH, C-3), 164,5 (Co, C-1).
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Fernanda d-decalactona cdcl3/tri-res abr26falH
Pulse Sequence: s2pul
0 0 6 8 10
5
1
7 9
2 4
3
/
/
e
/
(
|
-
. : |
. Y
N N e e ™
—— ——
004 038 0.16
012 030

Fig. 13. Espectro de RMN de 'H da §-decalactona

RMN de 'H (500 MHz): § 0,87 (3H, t, *J= 7,0Hz, H-10); 1,24 — 1,84
(8H, m H-6, 7, 8, 9); 1,86 -1,92 (2H, m, H-4); 2,38 — 2,45 (2H, m, H-3);
2,53 -2,59 (2H, m, H-2); 4,23 — 4,29 (1H, m, H-5).

Femanda d-decalactona cdcl3ftri-res abr26falC
Pulse Sequence: s2pul

| .

Fig. 14. Espectro de RMN de "C da §-decalactona
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RMN de °C (500 MHz): § 13,9 (CH2, C-10); 18,4 (CH,, C-3); 22,4
(CH,, C-9); 24,5 (CH,, C-7); 27,7 (CH,, C-4); 29,4 (CH,, C-8); 31,5 (CHa,
C-6); 35,7 (CH,, C-2); 80,6 (CH, C-5); 172,0 (Co, C-1).

4.8. Fracionamento do oleo essencial da madeira de A.
canelilla por extracao acido-base, cromatografia em coluna e

cromatografia em camada delgada preparativa

As condigdes utilizadas para o fracionamento do Oleo por extracao

acido-base estdo na Figura 15.
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Massa do 6leo =1,1210 g

Adi¢do de 50mL de CH,Cl,
Extragao com KOH 1 % (3x 30mL)

Fase Aquosa Fase Organica

Adicao de HClone, até pH <7 xtragao| com HCI 1 % (3x30 mL)
Extragao com CH,Cl, (3x30 mL)

Fase Organica Fase Aquosa Fase Aquosa Fase Organica
Secagem Adigio de NaOH 1N Secagem
Filtragao até pH >7 Filtragdo )
Evaporagao do solvente Extrag¢do com CH,Cl, Evaporagéo do

Abandonada (3x30 mL) solvente

Fase Organica Fase Aquosa

Acidos

Neutros

m =46 mg

m = 986,7 mg

Secagem
Filtracdo
Evaporacao do
solvente

Abandonada

Bases
m = 3,9mg

Fig. 15. Fluxograma de extracdo 4cido-base do oleo essencial bruto da

madeira de A. canelilla.

A secagem de cada fracdo foi feita com MgSO, anidro, a filtracao
com papel de filtro e a evapora¢do do solvente em rota-evaporador. As trés

fracoes (acidos, bases e neutros) foram submetidas a CG-EM.
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Para purificacdo de 1-nitro-2-feniletano, uma coluna cromatografica
foi feita com 30 g silica gel e 0,98 g dos compostos neutros (relacdo silica:
amostra = aproximadamente 30:1). Foram usados os eluentes: hexano,
acetato de etila e metanol em gradiente de polaridade. Retiraram-se
aliquotas de 10 mL e com o auxilio de CCD, de acordo com a semelhanca

de Rg, foram agrupadas em seis fragdes (Tabela 2)

Tab. 2. Eluentes, volumes usados e fragdes da coluna cromatografica para

isolamento de 1-nitro-2-feniletano e metileugenol.

Volume | Fracoes Massa
Eluentes (proporc¢ao) massa %
(mL) reunidas (mg)

Hexano: AcOEt (99:1) 30

1 0,8 0,1
Hexano: AcOEt (98:2) 30
Hexano: AcOEt (95:5) 30 2 1,1 0,1
Hexano: AcOEt (85:15) 30

0 0

Hexano: AcOEt (7:3) 30
Hexano: AcOEt (3:7) 30 3 463,0 47
AcOEt 60 4 236,6 24
AcOEt: metanol (97:3) 30 5 4,8 0,5
AcOEt: metanol (95:5) 60 6 5,3 0,5

As seis fragdes foram analisadas por CCD e por CG-EM, onde 70 %
dos componentes foram coletados nas fragdes 3 e 4, que concentraram as
substancias 1-nitro-2-feniletano e metileugenol, por isso foram submetidas a
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP). O eluente usado foi

tolueno: acetato de etila 9:1. A visualizacao foi feita através da irradiagdo da
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luz ultravioleta no comprimento de onda 254 nm. As regides de silica
contendo as subfragdes foram retiradas das placas e as amostras
solubilizadas com cloroformio: metanol 95:5. Cada mistura foi filtrada, o
solvente evaporado em rota-evaporador.

ApOs esta separagdo, as subfragdes foram analisadas por CG-EM. Os
cromatogramas indicaram duas substancias isoladas: 1-nitro-2-feniletano
nas subfracdes 1 das placas 1 e 2, metileugenol nas subfracdes 2 das duas
placas. O isolamento das mesmas foi confirmado por RMN de 'H e °C
(Figuras 16, 17, 18,19).

Para o isolamento do 1-nitro-2-feniletano das folhas de A. canelilla,
seu Oleo essencial foi submetido a CCDP nas mesmas condi¢gdes usadas
para o isolamento do I-nitro-2-feniletano do o.e. da madeira, descritas a
cima. As fracdes da CCDP foram avaliadas por CCD e para facilitar a
identificagcdo do composto de interesses utilizou-se o padrao isolado do o.e.
da madeira, que indicou que o 1-nitro-2-feniletano foi realmente isolado. A
fracdo correspondente ao composto isolado foi analisada por CG-EM, RMN

de 'He C e IV (Anexo A).
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Femanda F2,1P4 cdcl3 out16isbH2
Pulse Sequence: s2pul 2
5
1
6 4
5
. " N o~
T T T L
8 7 6 5 4 3 2 1 opm
—
055 023
022

Fig. 16. Espectro de RMN de 'H do 1-nitro-2-feniletano

RMN de 'H (500 MHz): § 3,35 (2H, t, >J=6,9 Hz, H-2); 4,63 (2H, t,
3J=6,9 Hz, H-1); 7,23 (2H, dd, *J=7,4 Hz, *J=2,7 Hz, H-5 ¢ H-5"); 7,30 (1H,
tt, °*J=7,4Hz, °J =2,6 Hz, H-6); 7,35 (2H, t, J=7,4 Hz, H-4 ¢ H-4").

Fernanda 1,1p4 cdcl3 jan05falC
Pulse Sequence: s2pul

Fig. 17. Espectro de °C do 1-nitro-2-feniletano
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RMN de C (75 MHz): & 32,5 (CH,, C-2); 75,2 (CH,, C-1); 126,3
(CH, C-6); 127,4 (CH, C-4, C-8); 127,8 (CH, C-5, C-7); 134,5 (C,, C-3).

Femanda F1,2P4 odcl3 out16isbH1
Pulse Sequence: s2pul

]

{7 =N

é 4 3 2 1 ppm
Y L L
[ 04 ofs
a 043

Fig. 18. Espectro de RMN de 'H do metileugenol

RMN de 'H (500 MHz): § 3,34 (2H, d, *J=6,1Hz, H-3); 3,85 (3H, s,
H-11); 3,87 (3H, s, H-10); 5,02 — 5,11 (2H, m, H-1); 5,95 — 6,02 (1H, m, H-
2); 6,68 — 6,71 (1H, m, H-9); 6,72 (1H, s, H-5); 6,80 (1H, d, *J=6, 80Hz, H-
8).
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Fernanda 1,2P4 cdcl3/bbsw out17IsbC
Pulse Sequence: s2pul

Fig. 19. Espectro de RMN de "°C do metileugenol

RMN de "°C (125 MHz): § 40,1 (CH,, C-3); 56,1 (CHs, C-10, C-11);
111,2 (CH, C-8); 111,8 (CH, C-9); 115,6 (CH,, C-1); 120,3 (CH, C-2);
132,6 (Co, C-4); 137,7 (CH, C-5); 1473 (Co, C-7); 148,8 (C,, C-6).

4.9. Destilacio do oleo essencial bruto da madeira de A.

canelilla

A destilacao de 31,0 g do 6leo essencial bruto foi realizada sob vacuo
de 3,3 mmHg com coluna de fracionamento de 13,5 cm. Foi usado um
banho de silicone e o intervalo da temperatura de destilacao foi 110-112 °C.
O o6leo foi fracionado em duas amostras ¢ a fracdo nao destilada foi
denominada residuo. A primeira chamada ‘“cabeca de destilagdo” com

massa de 0,43 g corresponde a 1,4 % da massa inicial do 6leo e a segunda,
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6leo destilado com 29,3 g referentes a 94,6 %. O oOleo bruto e as duas

amostras foram analisados por CCD e por CG-EM.

4.10. Redestilacao do dleo essencial da madeira de A. canelilla

Para redestilacdo do 6leo destilado, descrito no item 4.9., utilizou-se
26,0 g do dleo destilado, vacuo de 3 mmHg e coluna de fracionamento de
13,5 cm. O mesmo foi fracionado em duas aliquotas e residuo. A primeira,
“cabeca de destilacao”, foi retirada na faixa de temperatura de 68 — 70 °C,
massa = 1,27 g (4,9 %) e a segunda, 6leo redestilado foi retirada na faixa de
temperatura de 72 — 74 °C, massa = 23,6 g (90,7 %). O dleo redestilado foi
analisado por CCD e por CG-EM.

4.11. Hidrodestilacao do o6leo essencial bruto da madeira de A.

canelilla

Foi realizado a hidrodestilagdo de 33 g de 6leo essencial bruto da
madeira por 19 h e 30 min. A primeira aliquota foi retirada ap6s 6 h e as
demais, a cada 1 h e 30 min, totalizando 10 fragdes hidrodestilada e um
residuo (fragdo nao hidrodestilada). O 6leo fo1 extraido de cada por¢ao com
diclorometano (3 x 30 mL), seco com MgSO, anidro e o solvente evaporado
em rota-evaporador. As fracdes foram pesadas (Tabela 3) e analisadas por

CCD, utilizando como eluente hexano: acetato de etila 8:2, e por CG-EM.
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Tab. 3. Fracdes da hidrodestilacao do o.e. de 4. canelilla

N° da fracao Massa (g)
1 14,7928
2 4,6161
3 2,7768
4 3,8547
5 3,3783
6 1,7647
7 0,7153
8 0,1935
9 0,1722
10 0,042
Residuo 0,4121

4.12. Extracido e analise do oleo essencial das folhas de A.

canelilla

A extracdo de 900 g de folhas de A. canelilla foi realizada por arraste

a vapor durante 2 h e 30 min, obtendo 1,35 g de oleo (1,7 % de

rendimento). O o6leo essencial foi submetido a CG-EM.

4.13. Quantificacido de 1-nitro-2-feniletano no dleo essencial da

madeira e folhas de A. canelilla e fracoes

A quantifica¢do de 1-nitro-2-feniletano foi feita em cinco amostras:

A- 6leo essencial bruto da madeira

48



EXPERIMENTAL

B- fragdo obtida por destilagdo fracionada do o. e. bruto da madeira

C- amostra obtido através redestilacdo: destilacdo fracionada de odleo
destilado(B) - madeira

D- fracao obtido por hidrodestilacao do o. e. bruto da madeira

E- 6leo essencial obtido por arraste a vapor — folhas

4.14. Extracao das folhas de A. canelilla com diclorometano

56,1 g de folhas de A4. canelilla foram submetidas a extracdo com
diclorometano num equipamento de Soxhlet por 18 h. Apods esse periodo, o

extrato foi obtido com 1,4 % de rendimento (0,77 g).

4.15. Ensaios biologicos

Os ensaios foram realizados pela Prof* Dr* Angélica Zaninelli

Schreiber da Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP.

Foi utilizada a técnica de difusdo com discos utilizando como base a
norma do NCCLS (Performance Standards for Antimicrobial Disk
Susceptibility Tests; Approved Standard—FEighth Edition. NCCLS document
M2-A8 [ISBN 1-56238-485-6]) que permite a determinagdo do halo de

inibigdo de crescimento para as substancias em estudo.

4.15.1. Amostras e microorganismos avaliados

As amostras foram dissolvidas em DMSO e estdo descrita abaixo :
=  (Q.e. hidrodestilado de 4. canelilla — madeira

= Extrato CH,Cl, de A4. canelilla — folhas
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» Extrato CH,Cl, de 4. suaveolens — partes aéreas

=  Extrato CH,Cl, doresiduo da extragao com arraste a vapor de A.
suaveolens

Os microorganismos avaliados foram:

» Candida albicans

» Candida krusei

* Candida parapsilosis

»  Staphylococcus aureus (S)

»  Staphylococcus aureus (R)

= Staphylococcus hominis

4.15.2. Preparacao do inoculo

Pelo menos de trés a cinco colonias, bem isoladas, do mesmo tipo
morfologico foram selecionadas da placa de agar. A superficie de cada
colonia foi tocada com uma alga, € os microorganismos foram transferidos
para um tubo contendo 4-5 mL de salina 0,8 %. Ajustou-se a turbidez da
cultura em crescimento com solug¢ao salina estéril ou caldo, de modo a obter
uma turbidez Optica comparavel a da solu¢ao padrao de McFarland a 0.,5.
Isso resulta numa suspensdo contendo aproximadamente de 1 a 2 x 108

UFC/mL.

4.15.3. Preparacao dos discos

Foram utilizados discos de papel de filtro estéreis (CEFAR),

comercialmente disponiveis com peso de 30 + 4 mg/cm’, com capacidade
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para absorver de 2 a 3 vezes o seu peso em agua e didmetro de 6,35mm. A
cada disco foram adicionados 20 pl de extrato. Acondicionados em placas
de Petri estéreis foram incubados em estufa até completa secagem, depois

mantidos entre 2-8 °C até o momento do teste.

4.15.4. Meio de cultura

O agar Miieller-Hinton foi preparado a partir de uma base desidratada
(Oxo0id) conforme as instrugdes do fabricante. O meio recém preparado e
resfriado foi depositado em placas de Petri estéreis descartaveis de fundo
chato, numa superficie horizontal, para garantir uma profundidade uniforme
de aproximadamente 4 mm. O que corresponde a 25-30 mL de meio para
placas com diametro de 100 mm. O meio agar foi esfriar a temperatura

ambiente e armazenadas em geladeira (de 2 a 8 °C), por até 7 dias.

4.15.5. Inoculacao das placas de teste

Em condi¢Oes ideais, mergulhou-se um swab de algoddo estéril na
suspensao ajustada, até¢ 15 minutos apods ajuste da turbidez da suspensao de
in6culo. O swab foi girado varias vezes e apertado firmemente contra a
parede interna do tubo, cima do nivel do liquido para retirada de qualquer
excesso de indculo no swab. A superficie seca da placa de agar Miieller-
Hinton foi inoculada passando-se o swab em toda a superficie estéril do
agar. Repetiu-se o procedimento esfregando outras duas vezes, girando a
placa aproximadamente 60° cada vez, a fim de assegurar a distribuicao

uniforme do indculo. Como passo final, passou-se um swab na margem da
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placa de 4gar. A tampa foi deixada entreaberta de trés a cinco minutos, de
maneira a permitir que qualquer excesso de umidade fosse absorvido antes

de se aplicar os discos impregnados com os extratos.

4.15.6. Aplicacao de discos a placas de agar inoculadas

Cada disco foi pressionado de encontro a placa, de maneira a
assegurar contato completo com a superficie de dgar. Os discos foram
distribuidos por igual, de maneira que a distancia de centro para centro nao

excedesse 24 mm.

4.15.7. Leitura das placas e interpretacao dos resultados

Apo6s 16-18 horas de incubagdo, examinou-se cada placa. Se a placa
foi satisfatoriamente semeada, ¢ o indculo era correto, os halos de inibi¢ao
resultantes eram uniformemente circulares e havia um tapete confluente de
crescimento. Os didmetros dos halos de inibicao total (julgadas a olho nu)
foram mensurados, incluindo o didmetro do disco. Os halos foram medidos
em milimetros usando uma régua, que ¢ encostada na parte de trds da placa

de Petri invertida.
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4.16. Extracao do oOleo essencial de Lippia alba

As amostras coletadas do jardim da residéncia do Prof. Lauro E. S.

Barata (A), as 10 horas, em diferentes épocas, passaram por hidrodestilacao

num sistema Clevenger, durante 2 h. Cada amostra de 6leo essencial foi

extraida com diclorometano (3 x 30 mL), seca com MgSQ, anidro, filtrada,

o solvente evaporado em rota-evaporador ¢ o 6leo analisado por CG-EM.

Datas, observagdes das coletas e rendimentos das extragdes estdo na Tabela

4,

Tab. 4. Datas, observagdes das coletas e rendimentos das extracdes de L.

alba
Rendimento da
Coleta Data da coleta Observacoes
extracao do oleo
1 08/09/05 0,32 % Planta sem flores
2 10/10/05 0,76 % Planta com flores
Planta com poucas
3 12/12/05 0,45 %
flores
4 11/01/06 0,35 % Planta sem flores
5 13/03/06 0,32 % Planta sem flores
6 18/04/06 0,33 % Planta sem flores

O oleo essencial da amostra fornecida pelo CPQBA - UNICAMP (B)

foi obtido através de 222,4 g de folhas extraidas por arraste a vapor,
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apresentando 0,084 % de rendimento (0,19 g de 6leo). Os constituintes

foram analisados por CG-EM.

4.17. Microextracao em Fase Solida de A. rosaeodora, L. alba e

O basilicum

As amostras analisadas foram:

» Amostra 1: Flores de Lippia alba

= Amostra 2: Oleo essencial de folhas de Lippia alba (A)

= Amostra 3: Oleo essencial de folhas de Lippia alba (B)

= Amostra 4: Oleo essencial de folhas de Aniba rosaeodora

= Amostra 5: Oleo essencial de madeira de Aniba rosaeodora

= Amostra 6: Oleo essencial de folhas de Ocimum basilicum

A amostra de flores ficou confinada em frasco de 14 mL, por 10 minutos
em pré-equilibrio seguido de 10 minutos de extracdo. As amostras de oleo
essencial ficaram confinadas por 15 minutos em pré-equilibrio e 30
segundos de extracdo. Para todas as andlises foram usadas 50 mg de
amostra. Os analitos foram extraidos por uma fibra de PDMS — 100 e

submetidos a CG-EM para dessorgao.

4.18. Avaliacio dos enantiomeros de linalol nos o6leos

essenciais de A. rosaeodora, L. alba e O. basilicum

Avaliagdo dos enantiomeros de linalol foi feita no equipamento de
CG-EM com uma coluna HP-chiral B (B ciclo dextrina em 35 % fenil —

metilpolisiloxano) com comprimento de 30 m, didmetro interno de 0,25 mm
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e filme com espessura de 0,25 um e para defini¢do dos enantidmeros
realizou-se a injecdo dos Oleos essenciais de A. rosaeodora - madeira e

folhas, L. alba - folhas e O. basilicum — folhas com o padrao de (-)linalol.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Constituintes volateis do oleo essencial de A. suaveolens

O oleo essencial de A. suaveolens possui forte odor adocicado, ¢
usado no combate a algumas doengas e tem atividades antimicrobiana e
anticonvulsivante comprovadas, conforme descritos em 2.1.

Nesse estudo o o.e. utilizado foi obtido por arraste a vapor das partes
aéreas frescas de A. suaveolens e analisado por CG-EM, para a avaliagdo da
sua composicao quimica. A identificacdo dos constituintes foi feita a partir
da comparacdo do indice de retencdo e dos espectros de massas da
biblioteca Wiley. Foram identificados um monoterpeno, trés sesquiterpenos

e uma lactona. Tais constituintes estdo nas Figuras 20 e 21 e na Tabela 5.

Abundance
100

S0

1 SE
L} i A

0 T T T T T T T T T T T T t T T T T
Time: 5§74 821 1138 1455 17.7% 2090 12407 2724 3041 33587 36.74 3001 4308 4615 4042 5250 5570

Fig. 20. Cromatograma do o. e. de 4. suaveolens
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Tab. 5. Constituintes do 6leo essencial de 4. suaveolens e area percentual

relativa dos picos no cromatograma

alfa - terpineol

beta-selineno

trans-beta-farneseno

N° Indice de retencio Constituintes Area percentual
relativa

1 1179 a. - terpineol 1,7

2 1460 trans — 3 - farneseno 10,5

3 1479 nao identificado 10,6

4 1488 massoia lactona 72,1

5 1495 B - selineno 1,6

6 1504 cis- o -bisaboleno 3,5

E
O o
) _ U\/\/

massoia lactona

cis-beta-bisaboleno

Fig. 21. Principais constituintes do 6leo essencial de 4. suaveolens.
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5.1.1. Isolamento da massoia lactona

A massoia lactona € o principal constituinte do o.e. de A. suaveolens
e parece ser uma substancia importante no aroma dessa planta, por isso, o

interesse em realizar seu isolamento.

O isolamento da massoia lactona foi feito a partir do extrato hexanico
seco. Esse material foi obtido por extragdo de partes aéreas secas de A.

suaveolens em aparelho de Soxhlet, como descrito em 4.4.

O extrato passou por trés fracionamentos. No primeiro, eliminacao de
clorofila, utilizou-se uma propor¢dao entre metanol e agua ideal para
precipitacao de clorofilas e posteriormente realizou-se uma filtragdo das
mesmas, conforme item 4.5.1. Desse procedimento observou-se que o
extrato que inicialmente era verde ficou amarelado, o que sugere que as
clorofilas foram retiradas. A analise de CG-EM mostrou que a lactona se
concentrou nessa amostra. O extrato resultante da eliminagdo de clorofilas
passou por um segundo fracionamento constituido de uma coluna
cromatografica que usou como eluente hexano e acetato de etila num
gradiente de polaridade, como descrito em 4.5.2 e na Tabela 1, e
possibilitou a concentragdo da massoia lactona em uma das fracdes. Essa
ultima fragdo foi submetida a CCDP com 5 % de nitrato de prata, mantida
no escuro, foi necessario utilizar nitrato de prata na placa para possibilitar a
separagdao da massoia lactona da 6-decalactona, como descrito em 4.5.3. O
isolamento da massoia lactona em uma das fracdes da CCDP foi indicado
pela anélise de CG-EM e confirmado por RMN de 'H e C. Os dados de

RMN de 'H e "°C da amostra sdo confirmados pela literatura’*.
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5.1.2. Constituintes de A. suaveolens extraidos por HS-SPME

A Microextracdo em Fase Solida (SPME, do inglés Solid Phase
Microextraction), ¢ uma técnica adequada para extracdo de compostos
organicos volateis em diferentes matrizes’ ¢, dessa forma, esse tipo de
extracdo com separagao e identificacao por CG-EM se torna adequada para
avaliar os constituintes volateis das varias amostras de A. suaveolens -
planta fresca (1), seca (2), 6leo essencial (3) e residuo da extracdo do o.e.

(4) — que apresentam aroma caracteristico.

Os analitos das quatro amostras citadas foram extraidos por SPME
através do espaco confinado (HS-SPME), como descrito em 4.6, ¢
apresentaram o resultado descrito na Tabela 6, que mostra a identificagcdo de
cerca de 94 % das substancias presentes nas diferentes amostras, sendo 21
terpenos (13 monoterpenos e 8 sesquiterpenos) e 2 lactonas. A substancia

comum a todas as amostras € o linalol.

A massoia lactona ¢ abundante na planta fresca, seca e no residuo da
extragdo do o.e. e parece ser a substancia que d4 a caracteristica ao aroma
de A. suaveolens. Apesar de ter cheiro agraddvel, essa lactona ndo ¢
utilizada em fragrancia, pois existe uma preocupagdo quanto a sua
toxicidade, embora nao existam estudos indicando seu limite de tolerancia
77,78

, por isso o Oleo de A. suaveolens deve ser manipulado com alguns

. 79
cuidados.
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Tab. 6. Constituintes volateis de 4. suaveolens fresca (1), seca (2), 6leo

essencial (3) e residuo da extracao do o.e. (4) extraidos por HS-SPME ¢ area

percentual relativa dos picos no cromatograma

Constituintes IR 1 2 3 4
mirceno 984 1,0 1,6 1,1 -
1,8-cineol 1020 1,4 2,0 - -
(E)-B-ocimeno 1043 1,2 1,0 - -
cis-0xido de linalila 1063 - - 2,7 -
linalol 1090 23,6 21,1 6,2 1,3
borneol 1155 - 1,0 - -
a-terpineol 1179 1,7 1,6 - -
acetato de linalila 1255 34 17,4 21,2 -
acetato de neo tujil 1264 14,5 - - -
acetato de bornila 1284 0,5 1.4 4,6 -
formato de geranil 1294 0,6 - 1,5 -
neo iso acetato de di- 1357 - - 2.9 -
hidrocarvil
acetato de geranil 1384 - - 12,7 -
o -santaleno 1428 5,1 - - -
trans-a-bergamota 1442 3,0 2,4 - -
epi-p-santaleno 1445 - 3,5 21,1 -
(E)-B-farneseno 1463 - 20,1 - 5,2
B -santaleno 1464 - - - 1,2
ar-curcumeno 1493 - - 6,0 -
massoia lactona 1494 13,0 16,4 - 82,3
(E,E) a-farneseno 1498 - - 6,9 -
B -bisaboleno 1499 29,5 - - -
d-decalactona 1503 1,1 0,5 - 9,2
Total 99,6 90,0 88,4 99,2

60




RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.3. Obtenc¢ao da massoia lactona

Em Quimica de Produtos Naturais ¢ comum realizar a inter-
transformagdo de moléculas de mesma familia para corroborar a
identificacdo das mesmas. Nesse trabalho realizou-se a transformagao da o-
decalactona, uma lactona comercial que também est4 presente na planta em
estudo, na massoia lactona, constituinte majoritorio do 6leo essencial de A.
suaveolens. Para isso utilizou-se a eliminacdo o, a carbonila de lactona,

como descrito em 4.7. Essa transformacao esta mostrada na Figura 22.
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se-"C ¥4 0 0.__O
J’_
@ d .,

T Massoia lactona

Fig. 22. Obtencao da massoia lactona.

A mistura reacional passou por um tratamento para o isolamento do
produto majoritario da reacdo. O 6leo resultante da reagdo foi submetido a
uma coluna de purificacdo de silica utilizando-se o eluente hexano:acetato

de etila 8:2. Trés aliquotas de 50 mL foram retiradas e analisadas por CG-
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EM. Com a fracdo que continha a massoia lactona foi realizada uma placa
cromatografica preparativa, utilizando-se o mesmo eluente (hexano:acetato
de etila 8:2), tendo sido assim possivel isolar a massoia lactona de uma das
fragdes, que foi identificada por CG-EM, RMN de 'H e C. Os dados de
RMN de 'H e "°C sdo confirmados pela literatura’”.

Apesar de a reagdo ser rapida e simples apresenta a desvantagem de

usar como reagente o PhSeCl, substancia que ¢ altamente toxica e corrosiva.

5.2. Constituintes volateis do oleo essencial de Aniba canelilla

Neste capitulo trataremos da composi¢do quimica do o.e. das folhas e da
madeira de A. canelilla. O 6leo essencial bruto da madeira da 4. canelilla
foi submetido aos processos de destilacdo fracionada, redestilacdo e
hidrodestilagdao. O 6leo essencial das folhas e os 6leos bruto e processado da
madeira foram analisados por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM).

O oleo essencial de 4. canelilla é usado contra varias doengas, conforme
descrito em 2.2. Trata-se de um 6leo de cor castanho-amarelada que possui
aroma de canela. Seus constituintes analisados por CG-EM foram
identificados a partir da comparagdo do indice de retengcdo (IR) e dos
espectros de massas da biblioteca Wiley. As amostras analisadas sdo
relacionadas na Tabela 7. Os cromatogramas das analises das amostras
abaixo (A, B, C, D e E) estdo mostrados nas Figuras 23, 24, 25, 26, 27 ¢ os

principais constituintes descritos na Tabela 8 e na Figura 28.
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Tab. 7. Amostras de A. canelilla analisada por CG-EM

Amostras Descri¢cao das amostras de A. canelilla Figura
A 6leo essencial (o.e.) bruto da madeira 23
B fracao obtida por destilacao fracionada do o.e. 24

bruto da madeira

C amostra da destilacao da fragao B (madeira) 25
D fragdo obtida por hidrodestilacao do o.e. bruto — 26
madeira
E 6leo essencial obtido por arraste a vapor - folhas 27
o 2

50

1 3
o | |

T T T T t T T T T T T T T T T T
Time: 531 741 950 1217 1486 1753 2020 22.88 2556 2823 3091 3358 3626 3894 4161 4428 4697

Fig. 23. Cromatograma do o.e. bruto da madeira de A. canelilla (A)

Abundance
100

1 3
L L

Ti.u?e: -1‘|83 6.“46 S‘IIS !3',!|34 1‘-.“,|1I] l4j26 li'j.l-ll 18.‘58 2IJ.I'-'4 22:!3'!] 25:06 2'.-"'21 2.'313'.-' 31:53 3-3.".-1] 35186 38:02
Fig. 24. Cromatograma da fragdao obtida por destilacdo fracionada do o.e.

bruto da madeira de A. canelilla (B)
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Abundance
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Fig. 25. Cromatograma da aliquota obtida por destilagdo fracionada da

fragao B da madeira de A4. canelilla (C)

Abundance
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Fig. 26. Cromatograma da fracao obtida por hidrodestilagdao do o.e. bruto da

madeira de A. canelilla (D)

Abundance
100
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3
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Time: 4.73 627 783 038 1136 1335 1532 1731 1929 2127 2326 1524 121722 1920 3118 3317 3515

Fig. 27. Cromatograma do o.e. das folhas de A4. canelilla (E)
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Tab. 8. Constituintes do 6leo essencial de A. canelilla da madeira — bruto
(A) e fragdes B, C, D — e das folhas (E), e area percentual relativa dos picos

nos cromatogramas (Fig. 22, 23, 24, 25, 26)

Pico n° IR | Constituintes | A B C D E
1 1275 safrol 1,7 0,9 0,8 2,3 -
2 1307 1-nitro -2- 68,8 | 72,4 | 752 | 76,6 | 99,1
feniletano
3 1358 eugenol 1.4 1,0 1,1 1,1 0,9
4 1409 | metileugenol | 28,1 25,7 | 22,9 | 20,0 -
NO, = = 0 =
OCH; OCH;
1-nitro-2-feniletano metileugenol eugenol safrol

Fig. 28. Principais constituintes do 6leo essencial da madeira de A.

canelilla.

Os cromatogramas indicam quatro constituintes do o.e. de
A.canelilla: 1-nitro-2-feniletano, metileugenol, eugenol e safrol.

O aroma de canela ¢ dado pelo 1-nitro-2-feniletano, seu principal
constituinte. Este composto ¢ raro na natureza e foi o primeiro composto
organico a ser isolado de planta que possui grupo nitro como Unica
funcdo.” Esse nitrocomposto ¢ derivado da fenilalanina. Além da A.
canelilla esse composto também ¢ tido como principal fragrancia nos frutos
de Dennettia tripetala, nas flores de Stephanotis floribunda ¢ na arvore

.8l
Ocotea pretiosa.
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O metileugenol também ¢ encontrado no o.e. de Ocimum
campechianum MILL (alfavaca)® e de Laurus nobilis L. (louro).*

O eugenol ¢ um fenilpropanoide formado a partir da reducao da
cadeia lateral do acido cinamico, ¢ uma substancia comum em Oleos
essenciais, como nas especies: Syzygium aromaticum (L.)Merr. Et
L.M.Perry, Ocimum campechianum MILL (alfavaca) e FEugenia
caryophyllata (cravo). E empregado em produtos de higiene oral, tem
atividade anestésica local e atividade anti-séptica.™

Safrol € um dos componentes de maior abundancia dentre os 6leos
essenciais brasileiros ocorrendo no o.e. Ocotea odorata sassafras®™,
Cinnamomum camphora ¢ em espécies de Piper*®. Esse derivado alil-
benzénico oxigenado ¢ usado como matéria-prima em sintese de farmacos.'

Nossas experiéncias demonstraram que o0s quatro principais
componentes do 6leo essencial da madeira de 4. canelilla se mantém apos
os processos de destilagdao, redestilacdo e hidrodestilacdo, apresentando
apenas variacao da area percentual relativa de seus picos no cromatograma.
Ja no odleo essencial das folhas, apenas 1-nitro-2-feniletano e eugenol estdo
presentes. Com as analises de CG-EM pudemos confirmar os dados da
literatura sobre a composi¢do quimica do o.e. de 4. canelilla.

Considerando que o componente majoritario dos 6leos das folhas e da
madeira ¢ o 1-nitro-2-feniletano, o o.e. das folhas ¢ mais interessante, pois

sua extracdo ¢ menos predatoria e ecologicamente correta.
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5.2.1. Quantificacao de 1-nitro-2-feniletano no d6leo essencial

de A. canelilla

O 1-nitro-2-feniletano ¢ o componente de maior destaque nesse dleo,
pois € o composto majoritario € ¢ uma molécula rara em 6leos essenciais.
Visando isolar e quantificar essa substancia foi realizada a quantificagdo da
mesma nas amostras do o.e.: A, B, C, D e E (Tab. 7) usando cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo de chama. A concentragao do 1-nitro-2-

feniletano em cada amostra esta na Tabela 9.

Tab. 9. Concentracao (%) de 1-nitro-2-feniletano (m/m)nos 6leos essenciais

de A. canelilla.

Amostra A B C D E
% 1-nitro-2- 75,2 78,6 98.5 80,5 90,1
feniletano

O resultado desse experimento mostra que o o.e. das folhas (E)
apresenta maior concentragdo de 1-nitro-2-feniletano que o o.e. da madeira
e suas fragcdes, € que € possivel elevar consideravelmente a concentragdo 1-
nitro-2-feniletano no 6leo essencial da madeira de A. canelilla, de 78,6 para

98,5 %, via redestilacao.
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5.2.2. Variacao dos constituintes volateis do oleo essencial da

madeira de A. canelilla no processo de hidrodestilacao

A amostra de oleo bruto trabalhada tinha cor marrom escuro, embora

6leo essencial tenha cor castanho-amarelada, por isso, realizou-se uma

hidrodestilacao do 6leo bruto para verificar se era possivel uma purificagao

do mesmo. Dez fragdes foram retiradas durante a hidrodestilacao do o.e. de

A. canelilla. A fragdo 1 corresponde a aliquota retirada apos 6 h e, as

subseqlientes, a cada 1 h e 30 min. A variagdo dos constituintes volateis

nessas fracdes de hidrodestilagdo pode ser observada na Tabela 10 e na

Figura 29.

Tab. 10. Constituintes do 6leo essencial hidrodestilado da madeira de A.

canelilla e area percentual relativa dos picos no cromatograma

Constituintes | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1-nitro-2- 73,0 70,6 | 84,7 | 79,0 | 83,8 | 76,4 | 80,5 | 68,7 | 61,5 | 43,5
feniletano

metil eugenol | 19,2 | 19,4 | 15,3 20,0 | 16,2 | 22,8 | 19,6 | 31,4 | 35,7 | 34,3
eugenol 15114108 | 1,1 0,709 - - - -
safrol 3,7 | 0,7 - - - - - - -
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Fig. 29. Variacao percentual dos principais componentes do 6leo essencial

de A. canelilla em fragoes hidrodestiladas.

Comparando o comportamento dos dois componentes majoritarios do
o.e. de A. canelilla observa-se que 1-nitro-2-feniletano possui maiores areas
percentuais relativas no cromatograma nas primeiras fragdes e que a partir
da fracdo 8 nota-se uma significativa diminui¢do, enquanto o metileugenol
apresenta comportamento inverso, a partir da fragdo 8 observa-se uma
incremento na composi¢ao quimica de sua extragao. Eugenol estd presente
até a 6" fracdo e ndo apresenta variacao significativa. Safrol aparece apenas

nas duas primeiras fracdes da hidrodestilacao.

5.2.3. Isolamento de 1-nitro-2-feniletano e de metileugenol

Para o isolamento dos dois componentes majoritarios do o.e. da madeira:

1-nitro-2-feniletano e metileugenol, o 6leo essencial bruto da madeira de 4.
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canelilla passou por extracdo acido — base, cromatografia em coluna,
Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) e as respectivas
fracoes analisadas por CCD, CG-EM, Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN de 'H) e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono
(RMN de "C), como descrito no item 4.8.

A extracdo acido-base (Fig. 15) normalmente permite a separacao de
acidos organicos, bases organicas € compostos neutros. As fragdes foram
avaliadas por CCD quando observamos uma mancha na fracdo de acidos
que ndo estad presente nas demais fracdes. Essa substancia ¢ um componente
minoritario, considerando que a fragdo de acidos representa apenas 4 % em
massa do 6leo inicial. Essa extracdo nao foi adequada para esse 6leo, pois o
1-nitro-2-feniletano e o metileugenol estavam presentes em todas as
fracdes, mas mostraram-se mais concentrados na fracdo de compostos
neutros (que corresponde a cerca de 90 % da massa inicial do 6leo). A
fracdo de bases ¢ responsavel por 1 % da massa, dessa forma notamos que
cerca de 5 % do 6leo foi perdido durante o fracionamento. A analise de CG-
EM confirmou que 1-nitro-2-feniletano e metileugenol sao mais abundantes
na fracdo de compostos neutros. Dessa forma, a mesma foi purificada em
Cromatografia em coluna (Tab. 2) e as fragdes que concentraram esses dois
componentes passaram por CCDP. O isolamento de 1-nitro-2-feniletano e
metileugenol foi indicado pela analise das fragdes da CCDP por CG-EM e
as substancias caracterizadas por RMN de 'H e °C.

O 1-nitro-2-feniletano também foi isolado do o6leo essencial das
folhas de A4. canelilla. Como esta presente em alta concentracdo nesse 0leo
— 90,1 % (Tab. 9), o mesmo foi submetido diretamente a CCDP. Para
facilitar a identificacdo do 1-nitro-2-feniletano na CCD das fragdes da

CCDP utilizou-se o padrado isolado do o.e. da madeira, que indicou que o 1-
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nitro-2-feniletano foi realmente isolado. A fracdo correspondente ao

composto isolado foi analisada por CG-EM, RMN de 'H ¢ °C. Os dados de

RMN de 'H e "C para I-nitro-2-feniletano®' e metileugenol® foram

confirmados com a literatura.

5.3. Ensaios biologicos com amostras
suaveolens e Aniba canelilla.

de Aeollanthus

A literatura descreve usos populares das espécies A. suaveolens e A.

canelilla no combate a varias doengas (2.1 e 2.2). A atividade do o.e. de A4.

suaveolens frente aos microorganismos S. setubal, Bacillus subtillis,

Escherichia coli e Cryptococcus neoformans foi comprovada. O o.e. de 4.

canelilla teve sua atividade comprovada apenas contra Candida albicans.

Por apresentar resultados positivos frente aos microorganismos citados,

amostras de 4. suaveolens e A. canelilla, descritas na Tabela 11, passaram

por um ensaio biolodgico utilizando a técnica de difusdo com discos para os

microorganismos da Tabela 12 (como descrito em 4.15).

Tab. 11. Oleo essencial e extratos testados no ensaio biologico

N° da Concentracao
Amostra
Amostra (mg/mL)

1 ) ) ) . 50
O.e. hidrodestilado de 4. canelilla — madeira

2 Extrato CH,Cl, de 4. canelilla — folhas 25

3 Extrato CH,Cl, de 4. suaveolens 50

A Extrato CH,Cl, do residuo da extragdo com 50
arraste a vapor de A. suaveolens
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Para os testes realizados avaliados sdao considerados os melhores

resultados as amostras nas quais sao observados os maiores didmetros de

halo de inibigao de crescimento. Dessa forma, observou-se que o Oleo

essencial de A. canelilla apresentou atividades antibacteriana e antifingica

para os seis primeiros microorganismos (halos entre 12 a 25 mm), sendo o

melhor resultado frente a Candida krusei (halo maior que 25 mm). Os

extratos diclorometano de A. canelilla ¢ A. suaveolens apresentam apenas

atividade frente a Candida krusei (halos maiores que 25 mm) como mostra

a Tabela 12.

Tab. 12. Teste preliminar de atividade do o.e. e dos extratos realizado pela

técnica de difusdo com discos.

Diametros de halo obtidos com

Microorganismo
os extratos (mm) (Tab. 11)
Meto 1 2 3 4
Candida albicans ATCC 90028 RPMI 18 0 0 0
Candida albicans ATCC 76615 RPMI 18 0 0 0
Candida krusei ATCC 6258* RPMI | >25 >25 >25 >25
Candida parapsilosis ATCC 22019 | RPMI 25 0 0 0
Staphylococcus aureus (S) Mueller- | 12 0 0 0
Hinton
Staphylococcus aureus (R) Mueller-| 15 0 0 0
Hinton
Staphylococcus hominis Mueller- 0 0 0 0
Hinton

* Cepa resistente ao antiftingico fluconazol.

[ ] e WValores promissores
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5.4. Constituintes volateis do oleo essencial de Aniba

rosaeodora das folhas e da madeira

O dleo essencial das folhas de A. rosaeodora foi introduzido nesse
trabalho devido a dados de andlise anteriores feitas pelo nosso grupo de
pesquisa que indicavam o mesmo como uma possivel fonte de linalol e por
apresentar a vantagem de ser ecologicamente viavel, tendo em vista que
para a obtengdo do o0leo da madeira ¢ necessaria a poda da arvore e para o
6leo das folhas ndo. Dessa forma um estudo da composi¢cdao quimica desses
6leos foi feito para avaliar se o o.e. das folhas pode substituir o o.e. da
madeira de A. rosaeodora.

Os oleos essenciais das folhas e da madeira de 4. rosaeodora foram
analisados por CG-EM e comparados com a literatura®. O resultado da
analise pode ser observado nas Figuras 30 (cromatograma do o.e. das
folhas) e 31 (cromatograma do o.e. da madeira) e na Tabela 13
(constituintes majoritarios). A Figura 32 mostra seus principais
constituintes.
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Fig. 30. Cromatograma do o. e. das folhas de 4. rosaeodora

74



RESULTADOS E DISCUSSAO

Abundance

100

S0

23
3
Il

Time:

Fig. 31. Cromatograma do o. e. da madeira de A. rosaeodora
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Tab. 13. Constituintes do o6leo essencial da madeira e folhas de A.

rosaeodora e area percentual relativa dos picos no cromatograma

N IR Constituintes o.e. folha o.e. madeira
1 1029 2(3H)-furanona 1,3 -
2 1072 cis-oxido de linalila 7,7 4.9
3 1083 | trans- 6xido de linalila 5,6 4,5
4 1091 linalol 77,5 86,5
5 1185 A-terpineol - 4,1
3,7-dimetil-1,5- 5,5 -
6 1186 octadien-3,7-diol
7 3,7-dimetil-1,5- 2,2 -
1274 octadien-3,6-diol
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cis-6xido
de linalila

trans-oxido
de linalila

OH

linalol

OH
3,7-dimetil-1,5-
octadien-3,7-dio|

Fig. 32. Principais constituintes do 6leo essencial de A. rosaeodora

. 33 ~
Os dados da literatura™ usados para comparacdo com os da nossa

analise estdo na Tabela 14. Os constituintes do o.e. das folhas que

apresentam d4rea relativa menor que 0,5 % no cromatograma foram

excluidos dessa tabela.

Tab. 14. Constituintes do Oleo essencial da madeira e folhas de A.

, : . 33
rosaeodora ¢ area percentual relativa dos picos no cromatograma

Constituinte o.e. folha o.e. madeira
a-pineno 0,97 0,14
cis-oxido de linalila 0,88 2,21
trans- 0xido de linalila 1,19 2,43
linalol 81,45 85,00
0-copaeno 1,12 1,19
B-selineno 1,65 0,71
a-selineno 1,39 0,35
espatulenol 1,27 0,05

Os O6leos essenciais das folhas e da madeira de A. rosaeodora sao

constituidos basicamente por monoterpenos oxigenados, sendo o linalol o

76



RESULTADOS E DISCUSSAO

principal constituinte tanto no o.e. das folhas quanto no o.e. da madeira,
esses dados sdo confirmados pela literatura®™. O componente 3,7-dimetil-
1,5-octadien-3,7-diol, que difere do linalol por uma apresentar uma
hidroxila a mais, ¢ a maior diferenga entre os dados obtidos na andlise do
o.e. das folhas e os dados da referéncia. Isso porque esse componente nao
aparece na referéncia citada e apresenta significativa 4area percentual

relativa dos picos no cromatograma da nossa andlise (Tab. 13).

5.5. Constituintes volateis do oleo essencial de Lippia alba

O ¢leo essencial das folhas de L. alba foi analisado por CG-EM e
seus constituintes comparados com os encontrados na literatura. Para essa
comparacdo utilizaram-se duas referéncias. A primeira®® apresenta a
composicao: linalol (69,3 %), 1,8 cineol + limoneno (4,6 %), germacreno D
(4,2 %), SS- cariofileno (3,6 %) e germacreno D-4-ol (2,7 %). A segunda
referéncia’’ apresenta a composi¢ao: linalol (78,9 %), 1,8 cineol (6,5 %),
germacreno — D (3,5 %), B- cariofileno (2,7 %) e a- terpineol (2 %).

Nosso resultado ¢ mostrado na Figura 33 e na Tabela 15 que indicam
a composicao do o.e. de L. alba, e a Figura 34, as estruturas dos principais

constituintes.
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Fig. 33. Cromatograma do o. e. de L. alba

Tab. 15. Constituintes do oleo essencial de L. alba e éarea percentual

relativa dos picos no cromatograma

N° IR Constituintes Area % relativa
1 1030 1,8-cineol 53
2 1090 linalol 83,4
3 1232 pulegona 5,2
4 1423 B-cariofileno 2,6
5 1484 germacreno-d 3,5
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P X W

1,8-cineol linalol pulegona

beta-cariofileno germacreno-D

Fig. 34. Principais constituintes do 6leo essencial de L. alba

Nossa andlise identificou trés monoterpenos e dois sesquiterpenos,
comparando o resultado dessa andlise com as referéncias citadas a cima
(*®7), confirmamos a presenca dos compostos majoritarios: linalol, 1,8-
cineol, germacreno-D e B-cariofileno.

O Unico composto presente no o.e. analisado por nés que difere dos

36,37

das referéncias (') € a pulegona. Ndo encontramos em nossa analise 0s

compostos limoneno’>, germacreno D-4-ol’® e a-terpineol (2 %).”’
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5.5.1. Variacao sazonal de linalol no oleo essencial de Lippia

alba

Considerando a Lippia alba como um possivel substituinte de A.
rosaeodora, devido a concentracao de linalol no seu 6leo essencial, um
estudo de sazonalidade foi feito para verificar se hd uma época do ano em
que a L. alba produz mais 6leo essencial, bem como maior quantidade de

linalol.

Os o6leos essenciais das folhas de L. alba obtidos por hidrodestilagdo

foram analisados por CG-EM e os resultados estdo na Tabela 16.

Tab. 16. Analise comparativa de linalol em diferentes amostras de L. alba.

Coleta Data da Rendimento da Observacoes Area
coleta extraciao do oleo relativa
(%) - linalol
1* 08/09/05 0,32 % Planta sem flores 75
2% 10/10/05 0,76 % Planta com flores 0
32 12/12/05 0,45 % Planta com 83
poucas flores
42 11/01/06 0,35 % Planta sem flores 49
5% 13/03/06 0,32 % Planta sem flores 82
6 18/04/06 0,33 % Planta sem flores 45

Analisando o rendimento das extracdes do o.e. das folhas de L. alba

observa-se que nas coletas em que a planta apresentava flores o rendimento
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da extragdo foi maior. Nas coletas de amostras das flores quando a planta
estava sem flores (1%, 4%, 5% e 6*) houve pouca variagao: de 0,32 a 0,35 %.
Quando a planta apresentava poucas flores (3%) seu rendimento (0,45 %)
chegou proximo daquele do periodo em que a planta estava sem flores e na
2% coleta da planta, quando com flores o rendimento (0,76 %) ficou acima
do dobro do periodo em que estava sem flores. Adicionalmente, nessa

coleta o linalol ndo estava presente no oleo essencial.

5.6. Constituintes volateis do o0leo essencial de Ocimum

basilicum

O ¢leo essencial de O. basilicum foi analisado por CG-EM e seus

S8 O resultado

constituintes comparados com os encontrados na literatura.
encontrado estd na Figura 35 (cromatograma) e Tabela 17 (composi¢ao
quimica). A Figura 36 mostra seus principais constituintes.
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Fig. 35. Cromatograma do o. e. de O. basilicum
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Tab. 17. Constituintes do 6leo essencial de O. basilicum e area percentual

relativa dos picos no cromatograma

N° IR Constituintes Area % relativa
1 937 a-pineno 1,3
2 949 canfeno 0,9
3 975 B-pineno 1,5
4 1031 limoneno 1,6
5 1030 1,8-cineol 14,8
6 1077 fenchona 1,8
7 1090 linalol 33,8
8 1135 canfora 13,1
9 1185 propionato de linalila 3,2
10 1391 isoeugenol 11,8
11 1396 B-elemeno 1,3
12 1423 B-cariofileno 2,8
13 1440 Z- B-farneseno 2,6
14 1484 germacreno-D 4,9
15 1516 calareno 1,9
OH
OMe
‘ HO
| =0 z
1,8-cineol linalol canfora isoeugenol

Fig. 36. Principais constituintes do 6leo essencial de O. basilicum
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A nossa analise do oleo essencial de O. basilicum confirmou que o
linalol ¢ o constituinte majoritario, principal motivo da sugestdo de autores
para que esse 6leo seja um substituto do o.e. da madeira de A. rosaeodora.

Além do linalol, outros constituintes do oOleo essencial de O.
basilicum analisado, 1,8-cineol e cariofileno, foram confirmados pela

literatura>>*®

, porém o isoeugenol, que apresenta significativa area relativa
no cromatograma (11,8 %), e outros compostos de menores contribuicdes

nao sao encontrados na literatura.

5.7. Analise comparativa de A. rosaeodora, L. alba e O.

basilicum

A andlise comparativa dos 6leos essenciais das folhas e da madeira de
A. rosaeodora, das folhas de L. alba e das folhas de O. basilicum foi
realizada para avaliar as possibilidades de substituicao do o.e. da madeira de
A. rosaeodora pelos Oleos essenciais mencionados a cima, citadas na

. 2728
literatura”"".

5.7.1 Constituintes volateis de A. rosaeodora, L. alba e O.

basilicum extraidos por Microextracao em Fase Sdlida.

Além de analisar os 6leos essenciais de A. rosaeodora, L. alba e O.
basilicum extraidos por arraste a vapor e hidrodestilagdo, analisamos por
CG-EM os constituintes volateis de diferentes amostras dessas plantas
extraidos por Microextracdo em Fase Solida em espago confinado (HS-

SPME).
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As condi¢des de analise estao descritas em 4.17 e as amostras analisadas
foram:

» Amostra 1: Flores de Lippia alba

= Amostra 2: Oleo essencial de folhas de Lippia alba (A)

= Amostra 3: Oleo essencial de folhas de Lippia alba (B)

= Amostra 4: Oleo essencial de folhas de Aniba rosaeodora

= Amostra 5: Oleo essencial de madeira de Aniba rosaeodora

= Amostra 6: Oleo essencial de folhas de Ocimum basilicum

Os principais constituintes das amostras extraidos por HS-SPME
estdo na Tabela 18.

Observamos que HS-SPME ¢ uma técnica de extracdo que fornece
informacdes complementares aos resultados da inje¢dao do o.e. em CG-EM,
para identificacdo dos constituintes de Oleos essenciais. Isso porque essa
técnica concentra os analitos que possuem maior volatilidade e afinidade
pela fibra, fazendo com que compostos volateis presentes em pequenas
quantidades ndo detectaveis por métodos convencionais, sejam detectados.
Nesse experimento usamos uma fibra de PDMS que ¢ apolar, dessa forma
concentramos analitos apolares. Podemos exemplificar esse resultado
através de uma comparagdo da injecao do o.e. de O. basilicum com a

analise feita a partir de HS-SPME. A Tabela 19 mostra esses dados.
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Tab. 18. Constituintes volateis de amostras de A. rosaeodora, L. alba ¢ O.
basilicum analisados por HS-SPME-CG EM e area percentual relativa dos

picos no cromatograma

Constituinte IR 1 2 3 4 5 6
cis-hexen-3-ol 867 - 2.4 0,8 - - -
a-pineno 937 - - 0,4 0,3 3,0 9,6
canfeno 948 - - - - - 6,0
sabineno 968 4,9 - 9,3 - - 8,0
-pineno 973 - - - - 2,8 3.4
mirceno 984 - - 42 - - 5,4
o -terpineno 1019 - - 0.4 - - 0,8
limoneno 1022 - - - 2,3 7,2 -
1,8-cineol 1028 | 25,5 21,2 14,1 1,8 - 26,7
trans-f-ocimeno 1041 - - 8,0 - - 1,6
Y -terpineno 1052 - - 0,3 - - 1,1
cis-oxido de linalila 1063 - 17,4 - 28,2 - -
p-cimeno 1080 - 1,8 - - - -
linalol 1089 | 543 39,7 46,9 60,8 77,6 18,4
canfora 1136 - - - - - 9,2
o -terpineol 1179 - - 0,4 0,7 2.9 1,9
geranial 1261 - - 0,9 - - -
z-citral 1301 - - 0,8 - - -
eugenol 1353 - - - - - 0,6
o -copaeno 1371 - - - - 1,2 -
B -elemeno 1389 - - 0,9 - 0,6 -
a-gurjuneno 1406 - - - - - -
B-cariofileno 1419 - - 2,7 - - -
y -elemeno 1428 - - 0,3 - - -
germacreno-D 1488 32 - 1,9 - - 0,4
Total 87,9 82,5 92,3 94,1 99,0 93,1
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Tab. 19. Comparacgao dos constituintes do o.e. de O. basilicum por injecao

do o.e. e por HS-SPME

Constituintes Injecao por HS- Injecao direta do o.e.
SPME
a-pineno 9,6 1,3
canfeno 6,0 0,9
sabineno 8,0 -
B-pineno 3,4 1,5
mirceno 5,4 -
o —terpineno 0,8 -
limoneno - 1,6
1,8-cineol 26,7 14,8
trans-f-ocimeno 1,6 -
Y —terpineno 1,1 -
fenchona - 1,8
linalol 18,4 33,8
canfora 9,2 13,1
o —terpineol 1,9 -
propionato de linalila - 3,2
eugenol 0,6 -
isoeugenol - 11,8
B —elemeno - 1,3
-cariofileno - 2,8
Z-B-farneseno - 2,6
germacreno-D 0,4 49
calareno - 1,9
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Observamos que os compostos a-pineno, canfeno, B-pineno que sao
mais apolares e volateis apresentaram maior area percentual relativa no
cromatograma na analise por HS-SPME-CG-EM, enquanto compostos mais
polares, como o linalol, tiveram menor area percentual relativa nessa
analise. Além da volatilidade e polaridade dos compostos, um outro fator a
ser considerado € a sua concentracao no o.e., fato que explica a presenca de
alguns compostos apenas na analise de HS-SPME (por exemplo sabineno) e

auséncia de outros (por exemplo  —elemeno).

5.7.2. Avaliacdo dos enantiomeros de linalol nos oéleos

essenciais de A. rosaeodora, L. alba e O. basilicum

Realizamos um estudo da quiralidade do linalol presente nos o.e. de
A. rosaeodora, L. alba e O. basilicum (ANEXO B). A Tabela 20 indica a
variagdo de enantidmeros do linalol nesses oOleos e a Figura 37 os

enantiomeros.

Tab. 20. Enantiomeros do linalol nos o.e. de 4. rosaeodora, L. alba ¢ O.

basilicum

Oleo essencial (-) Linalol % (+) Linalol %
L. alba (A) - 100

L. alba (B) - 100

A. rosaeodora folhas 20 80

A. rosaeodora madeira 40 60

O. basilicum 100 -
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S - (+) linalol R - (-) linalol

Fig. 37. Enantiomeros do linalol

Com a analise dos o.e. de A. rosaeodora, L. alba ¢ O. basilicum por
CG-EM em coluna quiral, descrito em 4.18, observamos que o o.e. das
amostras de L. alba (A e B) s6 possuem o (+) linalol, confirmando o que foi
citado na literatura®, enquanto o o.e. de O. basilicum apresenta apenas o (-)
linalol. A andlise olfativa dos enantiomeros do linalol mostra que eles sao
significativamente diferentes, o (-) linalol ¢ descrito como amadeirado,
floral, lavanda, notas frescas enquanto o (+) linalol como doce, citrico e
herbaceos.”” Nas amostras dos o.e. de A. rosaeodora observamos uma
combinagdo de (-) linalol e (+) linalol, na propor¢ao 2:8 nas folhas e 4:6 na
madeira. Dessa forma, concluimos que o odor do 6leo das folhas de A.
rosaeodora se aproxima mais do odor do o.e. da madeira que os demais o.e.
analisados neste trabalho, por apresentar uma combinagdo dos enatidmeros,

mesmo que numa proporgao diferente.
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5.7.3. Analise dos d0leos essenciais de L. alba, O. basilicum e das
folhas de A. rosaeodora comparando com o dleo essencial da

madeira de A. rosaeodora

A espécie A. rosaeodora, produtora do o.e. comercial, chamado de
6leo de pau-rosa (rosewood oil), estd em perigo de extingdo. Diversos
autores preocupados com a destruicao e quase erradicagdo da espécie t€m
apontado caminhos para uma possivel substituicao do 6leo essencial. Nosso
grupo de pesquisa analisou® * fontes alternativas para o linalol oriunda das
folhas de A. rosaeodora. Os o.e. de L. alba e O. basilicum sdo citados na
literatura como possiveis substitutos do o.e. da madeira de A. rosaeodora
por apresentar altas concentragdes de linalol, 60 % e 31 %'
respectivamente, ¢ pela facilidade de cultivo dessas duas plantas. Sendo
assim, esse trabalho avalia a viabilidade dessa substitui¢ao.

A analise sensorial da fragrancia dos Oleos essenciais leva em
consideracdo trés fatores: a composicdo enantiomérica do linalol, a
concentracao de linalol nos 6leos essenciais ¢ as substiancias minoritarias
presentes nos 6leos. Estes fatores ddo as fragrancias uma complexidade que
as fazem Unicas.

Utilizando uma coluna quiral constatamos que o Oleo essencial da
madeira de 4. rosaeodora possui uma mistura dos enatidmeros de linalol na
proporcao de, aproximadamente, 40 % do (-) linalol e 60 % do (+) linalol
(Tab. 20).

A andlise do o6leo essencial de L. alba mostrou que além de
apresentar somente o enantidmero (+) linalol, este possui substincias

minoritarias que influenciam na sua fragrancia, como por exemplo o 1,8-
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cineol que apresenta um odor caracteristico de canfora. Considerando os
critérios descritos acima podemos dizer que o 6leo essencial de L. alba nao
poderia substituir o 6leo essencial da madeira de A. rosaeodora.

Ja na analise do 6leo essencial de O. basilicum observa-se somente o
enantiomeros levogiro (-) linalol. Além disso, a presenca de outras
substancias tais como eugenol (cravo), germacreno-D, 1,8 cineol e canfora,
confere ao oOleo um carater olfativo medicamentoso, muito diferente da
fragrancia do o.e. de A. rosaeodora. Dessa forma podemos dizer que o 6leo
de O. basilicum também nao poderia substituir o 6leo da madeira de A.
rosaeodora.

Na andlise quiral do 6leo essencial das folhas de 4. rosaeodora
observa-se que, assim como no 6leo da madeira, existe uma composi¢ao dos
enantiomeros, mas neste caso ela ¢ de 20 % para o (-) linalol e 80 % para
(+) linalol em média. Através desse estudo conclui-se que como o o.e. das
folhas de 4. rosaeodora possui o perfil muito mais semelhante ao do o.e. da
madeira, esse 0leo torna-se a fonte mais promissora para a sua substituicao

ou uso equivalente.
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6. CONCLUSOES

v’ Caracterizamos quimicamente por CG-MS os 06leos essenciais das
espécies Aeollanthus suaveolens, Aniba canelilla, Aniba rosaeodora,
Lippia alba e Ocimum basilicum.

v" Comparando as técnica de HS-SPME com a inje¢do direta de o.e.
observamos que HS-SPME nao apresenta o mesmo sinal da injecao
de o.e. e apesar de ser mais rdpida e pratica, essa técnica ¢ menos
representativa por usar menor quantidade de amostra.

v" Consideramos a técnica de extragdo HS-SPME complementar a
injecdo do o.e. em CG-EM para identificagdo dos componentes de
6leos essenciais.

v" Isolamos o metileugenol do 6leo essencial da madeira de 4. canelilla
e 1-nitro-2-feniletano do 6leo essencial da madeira e das folhas.

v’ Isolamos a massoia lactona a partir do extrato hexanico de A.
suaveolens.

v Obtivemos a massoia lactona a partir da d-decalactona através de
uma eliminag¢do a,f a carbonila, por uma rota diferente da literatura.

v Considerando a analise sensorial, composi¢do de enantidmeros de
linalol e substancias minoritarias concluimos que os oleos de L. alba
e O. basilicum nao sdo adequados para substituicdo do o.e. da
madeira ¢ A. rosaeodora. Dentre os Oleos estudados a opcdo mais
promissora ¢ oleo essencial das folhas de 4. rosaeodora.

v" Os ensaios biologicos mostraram que o 6leo essencial da madeira de
A. canelilla apresentou atividades frente aos microorganismos

Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis,
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Staphylococcus aureus, Staphylococcus hominis, enquanto o0s
extratos diclorometanicos de A4. canelilla e A. suaveolens apresentam
apenas atividade frente a Candida krusei.

O estudo sazonal de L. alba mostrou que a area percentual relativa de
linalol variou significativamente e o rendimento do 6leo essencial das
folhas ¢ maior no periodo em que a planta apresenta flores, porém
nessa coleta o linalol ndo estava presente. Esse fato ndo pode ser
confirmado porque o individuo de L. alba estudado nao floriu depois

dessa analise.
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ANEXOS

Anexo A — Dados do composto 1-nitro-2-feniletano
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Espectro de Massas do 1-nitro-2-feniletano

Espectro de Infravermelho do 1-nitro-2-feniletano
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ANEXOS

Anexo B — Enantiomeros do linalol nos o.e. de Aniba
rosaeodora (madeira e folhas), Lippia alba e O. basilicum

O pico 1 corresponde ao R - (-) linalol e o 2 corresponde ao S - (+) linalol.
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ANEXOS
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